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RESUME GENERAL

De nombreuses études démontrent les rdles cruciaux des genes mmp-9 et Igals-7 dans la progression
tumorale et plus particuliérement pour leurs actions généralement pro-métastatiques. La MMP-9 est une
protéase surtout reconnue pour étre responsable de la dégradation de la matrice extracellulaire et plus
particuliérement de la lame basale, alors que la galectine-7 est reconnue pour étre constitutivement
surexprimée chez certaines cellules malignes, leur conférant notamment une résistance a I’apoptose. Son
expression aberrante est particulierement marquée dans les types agressifs de cancers du sein et des
ovaires. Plusieurs études ont d’ailleurs démontré un lien étroit entre I’expression de la galectine-7 et
I’induction de la MMP-9. L’objectif général de cette thése visait & mieux comprendre les mécanismes
moléculaires responsables de leur surexpression dans les cellules cancéreuses. Plus spécifiquement,
nous avons déterminé que : 1) I’inhibition de MMP-9 par la voie de I’EGF et d’EGR-1 est dépendante
de I’expression de la cytokine BMP-4 et de la voie de signalisation des Smad1/5/8 et 2) que la présence
de la galectine-7 dans le microenvironnement tumoral contribue a son expression cytosolique par deux
mécanismes distincts et complémentaires, soit par une induction autocrine transcriptionnelle et par
I’endocytose de la forme sécrétée. De plus, nous avons démontré qu’il existe un lien étroit entre
I’expression de BMP-4 et I’expression de MMP-9 et galectine-7. L’ensemble de ces résultats nous
permet non seulement d’avoir une meilleure compréhension de cette relation entre la galectine-7 et
MMP-9 dans les cellules cancéreuses, mais d’identifier de nouvelles pistes pour le développement de
nouvelles thérapies contre le cancer, particulierement les formes agressives pour lesquelles il existe peu

de traitements efficaces.
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1. Les Cancers

1.1. Histoire et incidence

Contrairement a la croyance populaire, le cancer, ou néoplasie, n’est pas une maladie récente, mais une
pathologie aussi vieille que I'humanité. Des tumeurs du sein furent décrites dans le papyrus Ebers, 'un
des plus anciens traités médicaux datant de 1600 ans avant J.C.. Des ostéosarcomes ont ¢&té
diagnostiqués chez des momies égyptiennes (Capasso, 2005, Rapoport et al., 2008) et Hippocrate (-460
av. J.C.) pouvait différencier clairement des cellules malignes cancéreuses de cellules bénignes
d’apparence normale (Binder ef al., 2014). De nos jours, nos connaissances et progres technologiques
facilitent I’établissement de diagnostics beaucoup plus précoces et précis (Kaur et al., 2016, Rapoport et
al., 2008, Valente ef al., 2015). De plus, la croissance et I’augmentation de I’espérance de vie (Finkel et
al., 2007), ainsi que I’augmentation de nombreux facteurs de risques tels que le tabac, 1’alcool, les
polluants industriels et autres, expliquent la forte incidence actuelle du cancer. C’est pourquoi,
aujourd’hui il est considéré comme un véritable fléau qui s’étend inexorablement et qu’il est urgent

d’éradiquer ou du moins de faire régresser par des préventions adaptées et des traitements efficaces.

Selon le dernier rapport statistique mondiale Globocan 2013, la prévalence du cancer serait de 25
millions de personnes avec une incidence a 14 millions dont un peu plus de 8 millions de décés par an
(TARC, 2016). La société canadienne du cancer estime que c’est la principale cause de déces (Figure 1)
et envisage que deux canadiens sur cinq seront diagnostiqués au court de leur vie et qu'un patient sur
quatre en succombera. Ce qui signifie qu’environ 196 900 nouveaux cas et 78 000 déces seront

répertoriés uniquement au Canada pour I’année 2015.

Le terme tres général de « cancer » ne désigne pas une maladie mais s’applique en fait a un large
éventail de pathologies pouvant affecter n’importe quelle partie de notre organisme. Le « National
Cancer Institute » dénombre plus de 100 types différents de cancers habituellement nommés selon le
type de cellule, de tissu ou d’organe initialement atteint. Le cancer du poumon détient 1’incidence la plus
¢levée dans le monde avec 1.8 million de nouveaux cas en 2012 ainsi que le taux de mortalité le plus
fort. Il est suivi par le cancer du sein dont ’incidence est de 1.7 million, le cancer colorectal (1.4

million), le cancer de la prostate (1.1 million) et le cancer de 1’estomac (1 million).

Bien que en moyenne les chances de survie suite a un diagnostic de cancer soit d’environ 63% (Comité

consultatif de la Société¢ Canadienne du Cancer, 2015), les statistiques varient considérablement selon le
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type de cancer. Par exemple, les chances de survie lors d’un diagnostic du cancer de la thyroide sont de

98% alors qu’un patient atteint du cancer du pancréas est de seulement 8%.

Autre, 25.0%
Cancer, 29.9%

maladie renale, 1.4%

Suicide, 1.5% \1

arippe et
pneumonie, 2.4%

Maladie
d'alzheimer, 2.6%

Diabéte, 3.0%

Accidents, 4.4%
maladies du ceeur,

maladies chroniques des 19.7%
voles respiratoires Maladies
inférienres , 4.6%  cérébrovasculaires,
5.5%0

Figure 1: Les principales causes de décés au Canada. Adaptation " Statistique Canada. Principales causes
de déces au Canada, 2011, CANSIM Tableau 102-0522"

1.2. Etiologie

Il existe trés peu de cas ou le cancer représente une cause unique. Les études de son évolution dans les
populations ainsi que les observations des processus d’induction de tumeurs chez les animaux de
laboratoire ont démontré que c’est une pathologie a cause multigénique qui se caractérise par la
présence d’une tumeur maligne formée de cellules transformées suite a des modifications successives de
plusieurs genes. Ces modifications conferent aux cellules transformées des capacités cancéreuses telles
que I'immortalité, I’indépendance aux facteurs de croissance, la résistance aux inhibiteurs de croissance
ou a I’apoptose, la néo-vascularisation et I’infiltration de tissus adjacents ou distants. Les altérations de
I’ADN peuvent subvenir suite a diverses expositions a des agents génotoxiques endogénes ou exogenes

et peuvent favoriser la divergence génétique entre une cellule normale et tumorale (Singh et al., 2007).

Les agents génotoxiques exogenes ou facteurs de risques externes comprennent les cancérogeénes

physiques tels que les rayonnements ultraviolets et ioniques, les cancérogeénes biologiques suite a une
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infection chronique qui représentent pres de 20% des néoplasies, les principales étant dues aux virus de
I’hépatite B et C, au virus du papillome humain ou a I’infection bactérienne Helicobacter pylori, et les
cancérogenes chimiques tels que des polluants, I’amiante, le tabac et autres (Boffetta, 2006). Aussi,
selon 1’organisation mondiale de la sant¢ (OMS), 30% des déces par cancer sont étroitement liés au
mode de vie tel que I’environnement professionnel, qui peut favoriser I’exposition a des cancérogenes,
les habitudes comme le tabac (Boyle ef al., 1995), I’alcool (Lachenmeier et al., 2012), I’alimentation
(Mandair et al., 2014), la sédentarit¢ (Ballard-Barbash ef al., 2012) ou I’obésité (Key et al., 2010)
(Renehan et al., 2008). L’exposition répétée ou soutenue a ces facteurs de risques externes peut alors
contribuer a I’apparition de lésions génétiques irréversibles. Les agents génotoxiques endogenes, ou
facteurs de risque internes, sont plutdt d’ordre génétique et/ou épigénétique et comprennent notamment
I’hérédité, les déréglements hormonaux, ou un systéme immunitaire faible. Egalement, les métabolites,
comme les substances oxygénées ROS (reactive oxygen substances), peuvent altérer le génome (De
Bont et al., 2004). Méme si tous les cancers sont considérés comme des pathologies a base génétique,
seulement 10% d’entre eux sont réellement liés a une altération constitutionnelle héréditaire (germinale)
(Comité consultatif de la Société Canadienne du Cancer, 2015). Aussi, il est parfois trés difficile de
déterminer si les tendances d’une famille au développement d’un certain type de cancer sont réellement
dues a des facteurs génétiques héréditaires ou plutét a un mode de vie commun. Toutefois, il est clair
que l’apparition et I’accumulation au cours d’une vie de changements génétiques ou épigénétiques

(somatiques) spontanés est en cause dans la plupart des cancers.

Bien que toutes les populations sans exception soient touchées par cette maladie, les probabilités de
développer une tumeur et les chances de survies peuvent varier selon certains criteres tels que I’ethnie,
le genre ou I’age des individus (Soeberg et al., 2015). Aussi, les statistiques démontrent que la gente
masculine présente un peu plus de cas de cancer avec un taux de mortalité Iégérement plus élevé que la
population féminine (Anonyme, 1989). Effectivement, 1’Institut National du Cancer américain estime
qu’un homme sur deux et une femme sur trois développeront cette maladie au cours de leur vie

(American Cancer Society, 2012).

L’age est également un facteur a considérer dans les probabilités de développer un cancer puisque
I’incidence de cette pathologie augmente de manicre exponentielle avec 1’age des sujets (D. Li et al.,
2016). La majorité des Canadiens (89%) qui développent une néoplasie sont dans une tranche d’age de
50 ans et plus et il avait été estimé que 43% des nouveaux cas en 2015 toucheraient des personnes de 70

ans et plus (Comité consultatif de la Société Canadienne du Cancer, 2015). Certaines études soulévent
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un lien de causalité entre le vieillissement cellulaire et le cancer. Par exemple, les souris transgéniques
avec une surexpression de p53, un géne suppresseur de tumeur, sont protégées du développement d’un
cancer tout en présentant une espérance de vie clairement diminuée (Tyner et al., 2002). De plus, 1’age
semble également agir sur les pronostics puisque 96% des déces par cancer au Canada surviennent chez
les personnes de plus de 50 ans et 62% chez les patients de plus de 70 ans. Bien que I’incidence aupres
des jeunes enfants soit moindre avec seulement 1%, elle est par contre des plus dévastatrice puisque le
cancer représente la principale cause de déces chez les moins de 15 ans. Il est aussi a noter que 50% des
cancers juvéniles émergent avant 1’dge de 5 ans et les formes les plus courantes sont des leucémies, des

lymphomes et des tumeurs cérébrales (American Cancer Society, 2012).

Le « World Cancer Report 2014 » estime que I’incidence du cancer devrait augmenter a 1’échelle
mondiale de 14 millions au cours des deux prochaines décennies et la Société Canadienne du Cancer
prévoit une augmentation approximative de 79% dans le cas du Canada (Comité consultatif de la

Société Canadienne du Cancer, 2015).

1.3. Histologie

L’analyse histologique est couramment employée afin d’identifier et classer les tumeurs pour une bonne
prise en charge des patients dans le choix de leurs traitements et dans le pronostic évolutif de la maladie.
Elle permet de distinguer les tumeurs dites bénignes (non-cancéreuses), des tumeurs malignes
(cancéreuses). Le caractere bénin ou malin d’une tumeur repose sur les observations histologiques
macroscopiques des tumeurs (taille, nécrose, vascularisation...) mais aussi microscopiques et

immunohistochimiques des biopsies tumorales selon leur degré de différenciation, de grade et de stade.

On distingue quatre grades histologiques qui reposent sur deux critéres. Le premier criteére est basé sur la
différenciation des cellules tumorales comparativement aux cellules normales. Le second est basé sur la
vitesse de croissance de la tumeur (Tableau 1). Dans un tissu normal, la différenciation correspondra
aux caracteres phénotypiques, immunohistochimiques et enzymatiques des cellules qui le constitue. Ces
critéres sont propres aux fonctions qu’exercent les cellules. La transformation de cellules normales en
cellules tumorales tend a perdre progressivement les caractéristiques de différenciation d’origine.
Plusieurs degrés sont identifiables, allant de «peu différencié », « modérément différencié »
jusqu’a totalement « indifférencié ». Ainsi, un néoplasme bénin est « bien différencié » et reproduit les

caractéristiques générales du tissu d’origine et ne met généralement pas la vie du patient en danger. De
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plus, il a tendance a se développer lentement et a rester localisé, ce qui lui confére un bas grade
histologique. A Dinverse, une tumeur maligne est majoritairement constituée de cellules
«indifférenciées », c’est a dire qu’elles ont perdues progressivement leur différenciation
morphologique, immunohistochimique et fonctionnelle d’origine. Leur activité mitotique est beaucoup

plus élevée que celle du tissu d’origine ce qui leur confére un haut grade histologique.

La stadification du cancer (de 0 a IV) permet de décrire la maladie selon son extension anatomique. Ce
critere dépendra de la classification TNM (Tumor Node Metastasis) qui repose sur la taille de la tumeur
primaire (T), la présence de cellules cancéreuses dans les ganglions avoisinants, sur la propagation dans
les ganglions lymphatiques (N) et finalement sur la propagation de métastases M) vers les organes

¢loignés. Le stade va donc varier selon la progression de la maladie (Tableau 2).

Tableau 1: Nomenclature des grades histologiques. Adaptation selon la "Société Canadienne du cancer”

Nomenclature | Différenciation cellulaire Grade
Gl Bien différenciée Bas grade
G2 Modérément différenciée | Grade intermédiaire

G3 Peu différenciée Haut irade

Tableau 2: Stadification du cancer. Adaptation selon la « Société Canadienne du Cancer »

Stades Invasion
0 in situ
I Site primaire & +/- tissus avoisinants
11 Propagation localisée aux tissus avoisinants

Propagation éloignée sur site secondaire
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1.4. Cancérogeneése
Le cancer est une pathologie multigénique qui nécessite plusieurs modifications génétiques et
épigénétiques. Normalement, on décrit le développement d’une tumeur en un processus qui passe par
trois étapes distinctes (Figure 2). La premiére étape, [’initiation, débute par la transformation de cellules
somatiques et I’apparition de 1ésions irréversibles de ’ADN. La cellule nouvellement transformée peut
rester dans un « état de latence néoplasique » de maniere indéterminée. Chez ’adulte, cette période est

généralement longue au cours de laquelle les étapes de promotion et de progression peuvent survenir.

@

Cellule normale

Initiation
Dommage de I’ADN

Carcinogenes .
Mutations

Cellule transformée

Activation d’oncogenes
Inhibition génes
Suppresseurs de tumeurs

A J

[ Progression

Tumeur maligne

Tumeur

Figure 2: Cancérogenése. Schématisation des trois étapes principales de la cancérogenése.
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La cancérogenése juvénile est toutefois différente et se caractérise par une période de latence beaucoup
plus courte tout en étant rapidement agressive et invasive (Comité consultatif de la Société Canadienne
du Cancer, 2015). Suite a I’initiation, des promoteurs tels que des hormones, des facteurs de croissance,
de I'inflammation ou un stress tissulaire, peuvent stimuler et prédisposer les cellules initiées a des
altérations génétiques additionnelles. Cette période de promotion tumorale va permettre 1’expansion
clonale et sélective des cellules initiées en une dysplasie in situ progressive. L’instabilité génétique
intrinséque toujours plus grande des cellules transformées favorise progressivement 1’apparition des
caractéres phénotypiques d’une cellule cancéreuse maligne par acquisition d’anomalies qui conférent

des avantages de croissance et d’expansion clonale.

Hanahan et Weinberg (Hanahan ef al., 2011) ont identifi¢ les « Hallmarks of cancer » ou les capacités

distinctes du phénotype cancéreux (Figure 3), qui sont :

e La capacité anormale de division cellulaire et ’indépendance aux signaux de prolifération
généralement dii a ’activation soutenue d’oncogenes. Les mécanismes peuvent étre multiples, tels
que par une stimulation permanente autocrine et/ou paracrine de mitogenes normalement limités
(Evan et al., 2001), par I’inhibition des boucles rétroactives négatives qui agissent pour controler et
empéecher la prolifération excessive (Sudarsanam et al., 2010), ou via une surexpression ou une
activité constitutive des récepteurs de prolifération a la surface des cellules cancéreuses (Machiels
etal.,2015,S. V. Sharma et al., 2007)

o Une insensibilité aux signaux anti-prolifération qui contribue a la multiplication anarchique et
incontrolée des cellules. Par exemple, les effets suppresseur de tumeur de TGFB (Tansforming
Growth Factor — ) qui entraine en temps normal I’arrét du cycle cellulaire en phase G1 par
I’induction de p21, sont fréquemment perdus lors de tumeurs(Derynck ef al., 2001).

o L’immortalisation et la prolifération illimitée. Les cellules néoplasiques vont échapper au
processus de vieillissement cellulaire en bloquant les mécanismes de sénescence et en permettant la
dérépression de la télomérase (Loaiza et al., 2016).

e Une forte résistance a I’apoptose par inactivation ou disparition de génes suppresseurs de tumeur.
Les processus impliqués peuvent étre multiples, tels que par la modification des mécanismes de
reconnaissance d’altération ou d’anomalies cellulaires, ou encore par des mutations des acteurs

protéiques impliqués dans I’apoptose tels que p5S3 ou Bcl2 (Hata et al., 2015).

20



Altération des métabolismes cellulaires qui supportent la division cellulaire des cellules tumorales
tels qu’une importante dérégulation du métabolisme bioénergétique, de biosynthése et de redox
(Cairns et al., 2011). Les cellules cancéreuses obtiennent principalement leur apport en énergie via
une glycolyse accrue du glucose (« effet Warburg ») (Vander Heiden et al., 2009). Les métabolites
intermédiaires de la glycolyse contribuent a la synthése d’acides nucléiques, acides aminées ainsi
que de protéines et la production d’acide lactique permet I’acidification du microenvironnement
tumoral ce qui contribue favorablement a la tumorigenése (Doherty et al., 2013).

« Switch angiogénique ». Afin de contrer 1’effet hypoxique d’une hyperplasie tumorale, les cellules
néoplasiques vont activer les mécanismes d’angiogenese ainsi que bloquer ses inhibiteurs
moleculaires. La tumeur va développer un réseau vasculaire permettant I’apport de tous les
nutriments et oxygeéne nécessaires a sa survie ainsi que le moyen d’évacuer ses déchets
métaboliques et le dioxyde de carbone. Dans ces conditions, les nouveaux vaisseaux formés ont une
organisation structurale anarchique et immature qui leurs confére une fragilit¢ et souvent un
potentiel hémorragique (Carmeliet et al., 2000). Effectivement, leurs parois présentent des
espacements dus a des jonctions intercellulaires laches, la membrane basale est discontinue voir
méme absente et leur recouvrement par les péricytes est trés anormal (Benjamin et al., 1999). Ainsi,
I’angiogenese va contribuer au développement tumoral mais aussi a la dissémination des
métastases.

Changements des caractéristiques immunologiques qui permettent « [ ‘immunoediting » qui exerce
une pression s€lective clonale des cellules tumorales ayant acquis certaines facultés d’échappement
du systéeme immunitaire. Ces mécanismes peuvent étre multiples, par des modifications
membranaires dues a la perte d’antigénes tumoraux ou a des anomalies dans leur présentation par
les protéines du CMH (Complexe Majeur Histocompatibilité) (Khong et al., 2004) et/ou par des
modifications d’expressions des récepteurs de facteur de nécrose (TNFR, tumor necrosis factor
receptors) et/ou des ligands inhibiteurs de 1’activation des lymphocytes T cytotoxiques (Topfer et
al.,2011).

La perte de D’inhibition de contact va mener a I’émergence de clones malins agressifs qui se
caractérisent par la mobilité cellulaire et la perte de cohésion intercellulaire. Les cellules tumorales
d’origine épithéliale subissent ce que l’on nomme le processus de transition épithélio-
mésenchymateuse (TEM). Elles vont perdre leur adhésion cellule-cellule via une diminution de E-

cadhérine pour une surexpression de N-cadhérine, privant ainsi les cellules néoplasiques de ce
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suppresseur clé de la motilité. La « cascade métastatique » se poursuit par I’invasion des cellules
malignes dans la MEC. Finalement, la fragilit¢ vasculaire décrite précédemment va faciliter
I’intravasation des cellules malignes dans la circulation sanguine ou lymphatique ainsi que leur
extravasation et nidification sur de nouveaux sites secondaires communément nommés

« métastases ».

A ces caractéristiques viennent se greffer deux parameétres importants qui sont une constante et
croissante instabilité génétique (voir chapitre 1.5.1) qui va favoriser ’apparition progressive des
anomalies cancéreuses ainsi qu’un processus d’inflammation chronique qui contribue a la

tumorigen¢se.

Indépendance signaux Insensibilité aux signaux
prolifération anti-prolifération

Dérégulation de la e Echappement au
gestion énergétique N/ systeme immunitaire

Résistance a I'apoptose R S b | immortalité

Inflammation

Instabilite génomique )
promotrice de tumeur

Invasion, métastases

Figure 3:Critéres du phénotype cancéreux. Adaptation (Hanahan et al., 2011)
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1.5. Altérations génétiques et épigénétiques
Les premieres indications du role central du génome sur le développement d’un cancer datent de la fin
du XIXéme et début du XXéme siccle, grice aux observations d’aberrations mitotiques et
chromosomiques de cellules cancéreuses par David Von Hansemann et Theodor Boveri (Hardy et al.,
2005). Aujourd’hui il est clairement démontré que les cancers sont des pathologies d’origine génétique

(Weinberg, 2007).

1.5.1. Instabilité génétique
L’instabilité génétique correspond a la fréquence de mutagénése d’une cellule. Nos cellules sont
soumises en permanence a des stress génotoxiques spontanés ou environnementaux qui peuvent
compromettre leur intégrit¢é génomique. Une cellule normale possede plusieurs mécanismes
moléculaires de surveillance qui détectent ces erreurs génomiques et permettent 1’arrét du cycle
cellulaire afin d’enclencher la réparation des dommages ou encore d’induire la mort cellulaire par
apoptose lorsque ces derniers sont trop importants. Or, ces mécanismes sont déficients dans les cellules
cancéreuses, aboutissant & une importante et croissante instabilité génétique qui permet une
accumulation d’anomalies génotypiques et/ou caryotypiques (mutations). Les tumeurs malignes

acquierent ce qu’on nomme un « phénotype mutateur » (Loeb ef al., 2003)

1.5.2. Mutations

Les mutations sont des éveénements aléatoires qui modifient I’information génétique. Elles sont
provoquées de manicre accidentelle lors de la réplication ou de la division cellulaire ou induites par des
facteurs mutagenes, des virus ou des transposons (Chenais, 2013). Les mutations sont héréditaires
uniquement si elles touchent les cellules germinales, hors dans la majorité des cas elles affectent les
cellules somatiques. Les mutations peuvent étre dues a des erreurs mineures et ponctuelles au niveau des
nucléotides ou encore a des changements majeurs au niveau de la structure ou du nombre de
chromosomes.

On peut distinguer plusieurs sortes de mutations somatiques ponctuelles : 95% sont des mutations par
substitution d’un nucléotide par un autre lors de la réplication. Du fait de leur structure répétitive les
microsatellites de I’ADN sont particuliérement sujets a ce type d’erreurs (Watson et al., 2014). Les 5%
restant se divisent entre des mutations somatiques par délétion ou insertion d’une ou plusieurs bases.
Toutefois, toutes les mutations ne contribuent pas obligatoirement a I’initiation ou la progression d’un

cancer, les mutations dites passives (passenger mutations) n’avantagent pas la progression tumorale a
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I’inverse des mutations promotrices (driver mutations) qui touchent «les génes du cancer » et
contribuent directement au phénotype tumoral (Pon ef al., 2015, Vogelstein et al., 2013). Aussi, on
estime que chaque mutation driver confére approximativement un avantage sélectif de croissance de
0.4% conduisant progressivement a une masse de plusieurs milliards de cellules (Bozic et al., 2010). 11 y
a une ¢évidente corrélation entre 1’age des patients et le nombre de mutations, entre autres les cancers
juvéniles affichent beaucoup moins de mutations que les tumeurs adultes.

Les mutations chromosomiques ou aneuploidies se retrouvent dans la majorité des cancers et sont
considérées comme un « facteur de mauvais pronostic » comparativement a un cancer diploide (Zhou et
al., 2002). Certaines études suggerent méme que 1’aneuploidie est souvent un événement précoce et
essentiel a la tumorigenése (Duesberg et al., 1999), ou lorsqu’elle est plus tardive devient un acteur
important de 1’agressivité tumorale (Dutertre et al., 2002). Ces mutations chromosomiques vont altérer
qualitativement ou quantitativement I’expression des geénes touchés. Toutefois, le nombre de mutations
dans un cancer varie selon le type de tumeur et de mutagenes impliqués. Par exemple, un cancer des
poumons d’un fumeur va présenter dix fois plus de mutations que pour un non-fumeur (Govindan et al.,

2012).

1.5.3. Modification épigénétique

Les découvertes de ces 20 dernieres années démontrent une relation étroite entre des modifications
épigénétiques et de nombreuses pathologies dont les cancers (Feinberg et al., 2004, Jones et al., 2002).
Les mécanismes épigénétiques impliquent des processus moléculaires qui permettent de moduler
I’expression des genes sans altérations génétiques directes. Les modifications des histones, la
méthylation des ilots CpG de I’ADN et les microARNs sont les trois piliers de la régulation
épigénétique qui peuvent agir seuls ou combinés afin de diriger I’expression des genes.

La méthylation de résidus lysine des histones des nucléosomes entraine généralement la condensation de
la chromatine bloquant ainsi directement 1’acces aux genes, tandis que [’acétylation favorise
principalement la décondensation de la chromatine libérant ainsi les geénes pour leur éventuelle
transcription. Toutefois, la modification chimique par méthylation des sites CpG au niveau des
promoteurs des geénes peut également inhiber [D’expression génique. Effectivement, une
hyperméthylation d’un promoteur se traduit généralement par une inhibition de sa transcription, a
I’inverse, une hypométhylation libére 1’acces du promoteur a toute la machinerie transcriptionnelle (S.

Sharma et al., 2010). Finalement, les microARNs dont le role principal est de bloquer la traduction en
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protéines des ARN messagers auxquels ils vont se fixer par complémentarité¢ des bases, permettent une
régulation épigénétique post-transcriptionnelle (H. Dong et al., 2013).

Le profil épigénétique d’une cellule est dynamique et réversible ; il peut étre modulé selon 1’age et les
facteurs environnementaux de 1’organisme (Christensen et al., 2009). Des études démontrent d’ailleurs
I’impact des facteurs environnementaux et des modes de vie a risques sur 1’apparition d’épimutations
qui dans certains cas peuvent favoriser I’initiation (Feinberg et al., 2006) ou la promotion néoplasique
(Herceg et al., 2011, Hou et al., 2012). Par exemple, une recherche faite en Suéde souligne la relation
entre le tabagisme et des modifications épigénétiques qui peuvent augmenter les risques de tumeurs
(Besingi et al., 2014). De méme, les perturbateurs endocriniens (Bisphénol A, insecticides, fongicides
etc.) sont largement étudiés et reconnus pour modifier le profil de méthylation de I’ADN ayant pour
conséquences de nombreuses malformations embryonnaires, voire méme le développement de tumeurs
chez les souris (Bromer et al., 2009, Susiarjo et al., 2013). L’épigénétique apparait donc comme a
I’interface entre 1’environnement et le génome. Lors d’un cancer, le profil épigénomique des cellules
tumorales arbore d’importantes modifications, ’'une d’entre elles durant la transformation néoplasique
¢tant la glycosylation post-traductionnelle (Fuster et al., 2005). Bien que tous les mécanismes
moléculaires impliqués dans les modifications €pigénétiques ne soient pas encore totalement compris, il
est clair que I’hyperméthylation des ilots CpG conduit généralement a mettre sous silence les geénes
suppresseurs de tumeurs, alors qu’une hypométhylation globale du génome favorise 1’activation des

oncogenes.

1.6. Les genes du cancer

On dénombre pres de 400 genes impliqués dans le développement d’un cancer (Greenman et al., 2007).
Seulement 70 sont associés a des mutations germinales alors que plus de 342 d’entre eux sont
attribuables a des mutations somatiques (R. K. Thomas et al., 2007). Des études ont démontré que
certains genes fréquemment mutés nommés « montagnes » sont communément partagés par les tumeurs
d’un méme type (colorectal ou sein) alors qu’un plus grand nombre de genes dits « collines » sont mutés
chez moins de 5% des individus (Wood et al., 2007). Ceci suggere que seulement quelques mutations
génétiques sont communes et que chaque tumeur présente un profil génomique qui lui est propre.
Toutefois, les génes « driver » participent a la modulation de voies de signalisations cruciales qui
conférent un avantage de croissance sélective des cellules tumorales via trois processus cellulaires

essentiels : la survie, le destin cellulaire ainsi que la maintenance génomique.
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Cependant, de maniere générale, on peut distinguer deux catégories de génes couramment mutés lors de
cancers : les oncogenes et les genes suppresseurs de tumeurs ou anti-oncogenes. A 1’état normal, un
équilibre existe entre 1’expression de ces deux catégories et leur mutation éventuelle peut rompre

I’équilibre et favorise la tumorigenese.

1.6.1. Oncogeénes

Les oncogeénes découlent de la mutation de proto-oncogenes, des geénes régulateurs positifs de la
prolifération et de la différenciation. Ainsi, les proto-oncogénes codent pour les protéines impliquées
dans I’ensemble de ces mécanismes cellulaires ; on y retrouve les génes codant pour des facteurs de
croissance ou d’angiogencse, des récepteurs membranaires ainsi que l’ensemble des molécules
intervenant dans la signalisation intracellulaire jusqu’au noyau. Généralement, les mutations de proto-
oncogenes sont dominantes et 1’altération d’un seul allele est suffisante pour entrainer une activation

anormale oncogénique.

Les oncogenes conduisent a des modifications qualitatives ou quantitatives de 1’expression de ces génes
et conférent alors un phénotype cancéreux a une cellule initialement normale. Ils permettent
généralement une augmentation incontrolée de la croissance et de la prolifération cellulaire, parfois une
diminution de la différenciation ou une inhibition de la mort cellulaire. Par exemple, 20 a 25% des
tumeurs présentent des mutations ponctuelles dans la famille du proto-oncogene ras (K-ras, N-ras, H-
ras) (Downward, 2003) qui est impliqué dans la multiplication cellulaire. Sous sa forme mutée, K-ras
code pour une protéine tronquée qui est constitutivement active indépendamment de toutes stimulations
(Takashima et al., 2013) et favorise ainsi la prolifération tumorale. A date, il a été répertorié plus de 100

oncogenes ont été répertoriés.

1.6.2. Génes suppresseurs de tumeurs

Les geénes suppresseurs de tumeurs sont quant a eux impliqués dans la régulation négative de la
prolifération cellulaire et agissent soit en inhibant des voies de signalisation qui peuvent favoriser
I’oncogenése, soit en activant des voies qui peuvent bloquer I’oncogenése. Les genes suppresseurs de
tumeur peuvent étre classés en 2 catégories de geénes : les génes impliqués dans le contréle de la
prolifération et de la survie cellulaire et les génes du maintien de [’intégritée génomique. On observe

régulierement I’inactivation des génes suppresseurs de tumeurs dans les cellules cancéreuses.
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L’initiation la plus courante de la cancérogenése est 1’inactivation du gene suppresseur de tumeur p53
(M. P. Kim ef al., 2015). Cette protéine joue un role crucial en tant que « point de contréle » du cycle
cellulaire. Lors de la détection d’un dommage sur I’ADN, p53 provoque 1’arrét du cycle cellulaire afin
de permettre les réparations du génome ou il induit I’apoptose si les dommages sont trop importants.
L’altération de p53 est communément observable dans la majorité des cancers; 70% des carcinomes
ovariens (Corney et al., 2008), 54% des carcinomes du sein invasifs (Shah et al., 2012), 86% dans les
cancers des poumons a petites cellules (Rudin et al., 2012) et 73% chez les cancers du pancréas

(Yachida et al., 2012).

Les genes de réparation de [’ADN sont un autre groupe de genes suppresseurs de tumeurs capables de
détecter et de réparer des 1ésions portées au génome avant que ces altérations ne soient transmises a la
nouvelle génération cellulaire. Par exemple, la machinerie de réparation des mésappariements de I’ADN
(MMR mismatch repair) permet 1’élimination de mutations induites par un mauvais appariement des
bases azotées lors de la réplication génomique, mais corrige aussi les boucles d’insertions ou de
délétions qui peuvent résulter d’un glissement de la machinerie de réplication. Les génes MMR ont été
identifiés comme des geénes fortement impliqués dans de nombreux types de cancers. En autre, la
mutation germinale de MMR est une des causes susceptibles du cancer du colon héréditaire (Peltomaki,
1997). Une étude récente semble aussi démontrer que 1’altération de MMR est significativement associée

avec la taille et la dysplasie de haut grade des adénomes (Tanaka ef al., 2016).

Bien que ces deux catégories de « génes du cancer » soient les principaux acteurs de la tumorigenese,
d’autres genes peuvent €tre impliqués tels que les genes favorisant I’échappement immunitaire (Shukla

et al., 2015) ou encore 1’angiogenese (Derynck et al., 2001).

1.7. Le microenvironnement tumoral

L’importance du microenvironnement tumoral (MET) a été suggérée pour la premiére fois en 1889 par
le chirurgien Stephen Paget (Anonyme, 1989) via la théorie du « seed and soil ». Cette théorie attribue
un réle primordial au MET (« le sol ») dans la dissémination des cellules cancéreuses (« la graine »). De
nos jours, il est clairement démontré que le MET joue un réle prépondérant sur le caractére invasif d’un
cancer primitif qui ne se limite pas a la seule accumulation d’anomalies génotypiques ou

épigénotypiques.
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Le microenvironnement se définit comme étant I’ensemble des composants cellulaires et moléculaires
de la matrice extracellulaire (MEC) qui entoure un tissu, un organe ou dans le cas qui nous intéresse la
tumeur (Swartz et al., 2012). Un microenvironnement « normal » est complexe et dynamique ; sa
constitution dépendra de la nature du tissu auquel il appartient et avec qui il a un échange permanent et
réciproque. Aussi ’homéostasie « normale » du microenvironnement joue un role suppresseur de la
tumeur. A D’inverse, des perturbations dans le microenvironnement peuvent favoriser la transformation
des cellules et la présence de cellules précancéreuses ou cancéreuses modifie le microenvironnement
normal en MET qui évolue au fur et 2 mesure de la tumorigenése (Witz et al., 2006) et supporte la
progression tumorale jusqu’a la dissémination et la colonisation de sites secondaires métastatiques. Le
MET differe par sa composition biochimique de la MEC et par un détournement comportemental des
cellules stromales qui vont répondre aux besoins de la tumeur pour lui permettre de croitre et de se
propager. Les interactions bidirectionnelles entre les cellules tumorales avec les composants du MET

permettent de moduler 1’évolution tumorale ainsi que la réponse immunitaire qui lui est associée (Joyce

et al., 2009). (Figure 4)

1.7.1. Microenvironnement cellulaire

Les composantes cellulaires du MET englobent toutes les cellules avoisinantes et comprennent diverses
populations cellulaires telles que les cellules adjacentes directes (cellules avoisinantes du méme tissu) et
des cellules résidantes du tissu conjonctif (TC) telles que les fibroblastes, les cellules endothéliales et les
cellules du systeme immunitaire. Hormis le comportement anormal des cellules cancéreuses, les cellules
stromales non-cancéreuses du MET vont présenter de nombreuses anomalies phénotypiques et
fonctionnelles. Les médiateurs solubles sécrétés par les cellules stromales vont induire des modifications
du MET. Ces médiateurs comprennent de nombreux facteurs de croissances ou angiogéniques, des
cytokines, des chimiokines ou des enzymes, qui peuvent moduler diverses voies de signalisations et agir
sur divers mécanismes tels que le cycle cellulaire, la différenciation (Coulouarn et al., 2012), I’ancrage a

la MEC, I’angiogene¢se, la migration et le recrutement des cellules du systéme immunitaire.

Les fibroblastes sont des cellules résidantes de la MEC qui contribuent a divers processus tels que la
réparation tissulaire (Furtado et al., 2016), la réaction inflammatoire (Ball et al., 2016), la production
d’enzymes (Boyd, 1996), la sécrétion de multiples médiateurs moléculaires (K. A. Thomas, 1987) et la

production de divers composants de la MEC (Landau et al., 2015). Les « fibroblastes associés au
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cancer » (CAF) sont activés par des facteurs de croissance tels que TGFB ou de chimiokines tels que
MCP1 (Monocyte chemotactic proteinl) sécrétés par les cellules tumorales ou stromales (Gharaee-
Kermani ef al., 1996). Les CAF se distinguent des fibroblastes normaux par une multiplication rapide et
une mobilité accrue qui s’accompagnent d’un remodelage de la MEC via une surproduction de
macromolécules de la MEC et d’enzymes hydrolytiques (Eck et al., 2009). De plus, les ils vont sécréter
divers facteurs de croissances ou angiogéniques, des chimiokines et fréquemment produire des
molécules normalement inexprimées (Madar et al., 2013). L’ensemble de ces changements qui sont
induit par les interrelations entre les CAF et les cellules cancéreuses favorise la progression tumorale et

contribue a leurs phénotypes agressifs (Shiga et al., 2015, Yamaguchi et al., 2015).

Les cellules immunitaires sont omniprésentes dans les tissus conjonctifs et participent normalement a la
reconnaissance d’antigénes et aux réactions inflammatoires. Aussi, les tumeurs sont fréquemment
associées a de I’inflammation chronique du fait qu’elles recrutent beaucoup de cellules immunitaires
dans le MET grace a un chimiotactisme €levé majoritairement stimulé par les cellules stromales
détournées de la tumeur. Les cellules immunitaires peuvent avoir un effet anti-tumoral par la
reconnaissance d’antigénes tumoraux et la destruction des cellules qui les expriment. Or, les cellules
immunitaires associées au cancer vont avoir un effet pro-tumoral par I’expression de facteurs de
croissance tels que EGF, FGF (fibroblast growth factor) ou angiogéniques tel que VEGF (Qian et al.,
2010). Le remodelage de la MEC est un effet pro-tumoral fréquemment observé dans les populations de
cellules immunitaires associ€es aux tumeurs. Par exemple, les macrophages associ€s au cancer sécretent
des enzymes hydrolytiques telles que des protéases et régulent la fibrogénese du collagéne favorisant
ainsi I’échappement et la migration des cellules malignes (Pollard, 2008). Ils peuvent également
participer a la production d’un microenvironnement immunosuppresseur qui inhibe directement les
acteurs de la défense immunitaire effectrice, ou induit la tolérance immune (Facciabene et al., 2012) tout
en favorisant le recrutement des cellules immunitaires inhibitrices (Muenst ef al., 2016). Par exemple, il
a été démontré que les macrophages associés au cancer peuvent induire un chimiotactisme ciblé des
cellules lymphocytaires T régulateurs (Treg) qui inhibent la réponse immunitaire effectrice des
lymphocytes T cytotoxiques (Mantovani et al., 2004). De plus, la forte concentration des Treg dans le

MET semble aussi contribuer a la vascularisation des tumeurs (Pucino et al., 2014).

Les cellules tumorales induisent aussi des modifications comportementales des cellules endothéliales
avoisinantes. Ces derni¢res vont présenter un taux de prolifération et une migration anormale ainsi

qu’une surexpression des récepteurs et médiateurs pro-angiogéniques (tels que VEGFR et VEGF) qui
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augmente la néo-vascularisation de la tumeur (Costache et al., 2015). De plus, les cellules endothéliales
vont fréquemment présenter des altérations dans leurs interactions cellules-cellules et cellules-MEC qui
vont fragiliser 1’étanchéité des vaisseaux sanguins ou lymphatiques et faciliter 1’infiltration des
neutrophiles et macrophages qui peuvent alors stimuler un état d’inflammation chronique pro-tumoral

(Deryugina et al., 2015).

L’ensemble de ces interactions bidirectionnelles entre les cellules stromales et les cellules
précancéreuses et cancéreuses implique la sécrétion de nombreux médiateurs biochimiques dans la MEC

telles que les MMPs (métalloprotéinases de la matrice) ou les galectines.
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Figure 4: Le microenvironnement tumoral. Schématisation de divers composants du microenvironnement
tumoral

1.7.2. Métastases et microenvironnement

La « cascade métastatique » débute par ’invasion de la MEC par les cellules tumorales malignes, qui
vont perdre leur inhibition de contact ainsi que leur polarisation cellulaire pour 1’acquisition d’une
polarité « pathologique tumorale » qui facilite la migration cellulaire et I’invasion tissulaire (Mejean et

al., 2008). Comme décrit précédemment, les multiples modifications de la MEC, dont la dissolution de
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I’ancrage stable sur la lame basale, vont contribuer a 1’échappement des cellules cancéreuses malignes
dans la MEC de la tumeur primaire. Ensuite, la chimiotactie permettra I’orientation de la migration des
cellules tumorales (Petrie et al., 2009), alors que la dégradation et la réorientation des macromolécules
de structure de la MEC vont faciliter leur approche vers les vaisseaux sanguins ou lymphatiques et
favoriser le processus d’intravasation. Dans la circulation, les cellules malignes qui survivent vont
provoquer de petites embolies par formation d’agrégats avec les cellules sanguines (plaquettes et
leucocytes). Suite a I’arrét de la microcirculation a 1’organe cible, les cellules malignes vont pouvoir par
extravasation s’infiltrer dans un tissu distal du site primaire et permettre la formation de métastases par

expansion clonale locale (Figure 5).
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Figure 5: Schématisation de la cascade métastatique. Adaptation de (Reymond et al., 2013)

La localisation des métastases va dépendre de 1’identité primaire de la tumeur, par exemple un cancer de
la prostate ou du sein génere principalement des métastases osseuses, alors qu’un cancer colorectal se
propage généralement au foie (Gupta et al., 2006). Ces observations suggerent 1’existence de « niches
prémétastatiques » constituées d’un microenvironnement permissif a 1’implantation de cellules
circulantes tumorales disséminées (CTD) (Kaplan et al., 2006). Des études suggerent également que les
cellules tumorales primaires amorcent la formation de ces niches prémétastatiques par la sécrétion d’une

large variété de cytokines, de facteurs de croissances et divers autres médiateurs tumoraux qui stimulent
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le recrutement de cellules progénitrices dérivées de la moelle osseuse sur les futurs sites métastatiques
(Sceneay et al., 2013). Par exemple, il a ét¢ démontré que VEGF et PLGF (Placenta Growth Factor)
produit par une tumeur permet le recrutement et 1’agrégation de cellules progénitrices hématopoiétiques
(HPCs) dans les sites prémétastatiques. Une fois sur le site, les HPCs exprimant le récepteur VEGFR1
ainsi que l'intégrine VLA-4 interagissent avec les fibroblastes locaux. L’activation des fibroblastes
permet la production de fibronectine ainsi que de la métalloprotéinase matricielle 9 (MMP-9) qui
contribue a d’importants remodelages du microenvironnement prémétastatique et facilite 1’extravasation

des CTD sur le site secondaire tumoral (Kaplan et al., 2005).
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2. Les métalloprotéinases de la matrice

En 1962, Jérome Gross et Charles Lapierre cherchaient a définir les mécanismes responsables de la
maturation de la queue de tétard. Leurs recherches révéleérent pour la premiere fois une activité¢ de
dégradation du collagéne induite par I’enzyme aujourd’hui nommée collagénase interstitielle, ou
métalloprotéinase matricielle-1 (MMP-1) (Gross et al., 1962). Depuis, 23 MMPs ont été identifiées chez
I’humain. Elles participent & de nombreux processus de remodelage. Ainsi, I’expression des MMPs varie
dans les cellules de I’endomeétre durant le cycle menstruel féminin (Goffin et al., 2003), lors de
I’embryogénese (Buckley ef al., 2015), ou encore durant les processus d’inflammation et de cicatrisation

(Lemaitre et al., 2006).

2.1. Spécificité de substrat
Les MMPs furent initialement reconnues comme des enzymes qui dégradent les principaux composants
de la MEC, tels que 1’¢lastine, le collagéne, la fibronectine, la lamine et autres (Bonnans et al., 2014).
Aujourd’hui, il est clair qu’elles peuvent également dégrader de nombreux substrats non-matriciels, tels
que des facteurs de croissance, des récepteurs, des intégrines, des cytokines, des chimiokines et autres
protéines et ainsi affecter divers processus cellulaires (Hamano et al., 2003, Page-McCaw et al., 2007,

Raffetto et al., 2008).

2.2. Structure et activation des MMPs
Les MMPs sont des protéases dépendantes de I’ion Zinc (Zn?"). Elles ont une homologie de structure
comprise entre 30 a 50% (Bode ef al., 1993) et sont constituées de plusieurs domaines : le prédomaine
N-terminal qui contient le signal de sécrétion ou d’ancrage, le pro-domaine ou propeptide qui joue un
role central dans le maintien de la forme inactive des protéases via son résidu cystéine, suivi du domaine
catalytique qui contient le site de liaison a ’ion Zn?>* interagissant avec trois résidus histidines, et
finalement une région charniere souple plus ou moins longue qui fait la liaison au domaine hemopexine
C-terminal. Ce dernier joue un role important dans la spécificité du substrat ainsi que pour I’interaction
avec les inhibiteurs naturels de MMPs (Massova et al., 1998). Outre ’atome de Zn?", le site catalytique
possede plusieurs ions métalliques de structure : un atome de zinc non-échangeable ainsi que deux
atomes de calcium qui sont nécessaires a la stabilité et a I’activité de I’enzyme (Bode et al., 1994). Bien

que les MMPs furent initialement classées en quatre catégories selon leurs substrats de la MEC
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(collagénases, gélatinases, stromélysines et matrilysines), aujourd’hui celles-ci sont plutdt répertoriées

selon leur structure et leur spécificité de substrats (figure 6).
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Figure 6: Classification et schématisation de la structure des MMPs. Les MMPs sont constituées d’un pro-
domaine N-terminal, d’un domaine catalytique qui est relié par une région charniere flexible au domaine
hemopexine C-terminal. Le pro-domaine comprend le motif « switch cystéine » qui interagit avec [’ion Zn’" du
domaine catalytique. SP : peptide signal de sécrétion ; Pro : domaine pro-peptidique ; SH : sulfhydrile ; Fr :
furine ; Fn . insert de fibronectine de type Il ; GPI : glycosylphosphatidylinosoitol ; TM : domaine
transmembranaire ; Cs : cytosolique ; SA : signal d’ancrage ; C5 : domaine collagene V-like ; Cys :region
cysteine ; domaine IgG-like. Adaptation de (Parks et al., 2004)

La majorit¢ des MMPs sont sécrétées dans la MEC bien que certaines cellules, comme les
neutrophiles/granulocytes peuvent les stocker dans des granules intracellulaires (Wilgus et al., 2013).
Les MMP-(14-17 et 24-25), aussi nommées MT(1-6)-MMP, sont transmembranaires et possedent un
ancrage de type GPI (glycosylphosphatidylinosoitol) ou TM/Cs (Segment transmembranaire de type I
ou II, cytosolique) leur permettant de s’insérer dans la membrane cellulaire. De méme, les MMP-23A et
B aussi appelées « Cystein-Array MMPs » ont un signal d’ancrage (SA) en N-terminal. De plus, a la
place du domaine hémopexine, la MMP-23 présente en C-terminal un domaine riche en cystéines suivi

d’un domaine de type immunoglobuline. Certaines MMPs, dont les MT-MMPs, possédent un site de
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clivage par la furine dans leur pro-domaine peptidique, permettant leur activation intracellulaire par des
protéases furine-like (Ra et al., 2007).

Le contrdle rigoureux de 1’expression et de I’activation des MMPs est crucial a ’homéostasie de la
MEC et pour de nombreux processus cellulaires tels que le chimiotactisme, la migration cellulaire,
I’apoptose ou I’inflammation. Plusieurs mécanismes régulent donc étroitement les MMPs aux niveaux

épigénétique, transcriptionnel et post-transcriptionnel.

2.2.1. Régulation épigénétique
Plusieurs études ont mis en lumiére les régulations épigénétiques des MMPs via la méthylation des
promoteurs ou les modifications des histones. Par exemple, notre laboratoire a démontré que le niveau
de méthylation du promoteur de mmp-9 régule son expression dans des lymphomes (Chicoine et al.,
2002). Aussi, dans des cellules du cancer du co6lon, la délétion des DNA méthyltransférases Dnmtl et
Dnmt3 par recombinaison homologue induit 1I’expression de novo de MMP-3 mais pas de MMP-1, -2
(Couillard et al., 2006). Qui plus est, ’induction des geénes mmp-3 et mmp-10 par hypométhylation
semble spécifique au type cellulaire. L expression des genes mmps est également sujette au remodelage
de la chromatine. Entre autres, le recrutement de I’histone désacétylase 2 (HDAC2) ainsi que de
I’enzyme de remodelage de la chromatine Mi-2 sur le promoteur de mmp-9 réprime son expression par
une perte d’accessibilité de ’ADN pour la machinerie transcriptionnelle di a la désacétylation des

histones H3/H4 (Yan et al., 2003).

2.2.2. Régulation transcriptionnelle des MMPs
L’induction transcriptionnelle des génes codant pour les MMPs peut étre provoquée par une variété de
stimuli exogénes incluant des hormones (Goto ef al., 1999), des signaux de stress (Okamoto et al.,
2001), ainsi qu’une large variété de mitogenes, d’interleukines et cytokines tels qu’EGF, VEGF, FGF,
PDGEF, IL-1, TNF-a et TGF-B (Cho et al., 2000, Watari et al., 1999) mais aussi par des oncogenes et des
esters de phorbol (Mancini et al., 2006, M. J. Park et al., 2002). Un méme signal peut avoir des effets
différents selon la MMP ou le type cellulaire. Par exemple, TGF-p peut favoriser I’expression de la
MMP-13 (Ravanti et al., 1999) dans des fibroblastes gingivaux alors qu’il inhibe I’expression de la
MMP-1 et MMP-3 dans les fibroblastes dermiques (Yuan et al., 2001). Bien que la MMP-9 soit
¢galement inhibée lors d’une stimulation par TGF- dans les cellules leucocytaires MM6 (Ogawa et al.,
2004), on observe le phénomene inverse dans les cellules des ovaires de poules lors de la maturation

folliculaire (Zhu et al., 2014).
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Aujourd’hui, les promoteurs des génes mmps sont connus pour avoir un large éventail de modulateurs
transcriptionnels. De maniere générale, ils sont riches en ¢lément AP1 proximal (aux alentours de -
70pb) qui interagit avec les facteurs transcriptionnels de la famille Fos et Jun et rend ces genes tres
réactifs aux changements. Par exemple, 1’activation ERK (stimuli mitogéniques) induit 1’expression de
c-fos tandis que p38 et JNK (stimuli de stress ou cytokines) ménent a 1I’expression de c-jun. La présence
d’un ou deux ¢léments cis PEA3 (de la famille ETS) en amont (entre -140pb et -200pb) contribue
¢galement a 1’activation des promoteurs mmps via sa collaboration avec AP1 (Benbow et al., 1997,
Westermarck et al., 1999). Ces deux éléments, AP1 et PEA3, jouent un réle important dans la régulation
du niveau basal des MMPs ainsi qu’en réponse a des stimuli tels que des cytokines et des facteurs de
croissance (Angel et al., 1987, Gaire et al., 1994). D’autres facteurs de transcription sont également
reconnus pour moduler I’expression des MMPs, dont Nf-kB, qui stimule I’expression des MMP-1, -2, -
3, -9 et -11 (Philip et al., 2004), bien qu’un site consensus de Nf-kB semble important pour 1’effet
suppresseur de TGF-B sur I’activité du promoteur de mmp-9 (Ogawa et al., 2004). TGF-$ peut aussi
réprimer ’expression de MMP-1 et -3 via la liaison de Smad-3 au cis-¢lément TIE (TGF-B inhibitory
¢lément) (Kerr ef al., 1990, White et al., 2000). p53 peut aussi réprimer 1’expression de MMP-1 et
MMP-13 (Sun et al., 2000, Sun ef al., 1999).

Les polymorphismes nucléotidiques des promoteurs mmps peuvent également altérer I’affinité de liaison
des facteurs de transcriptions et ainsi modifier le niveau transcriptionnel des genes. Par exemple, le
polymorphisme d’un seul nucléotide a la position -1306 (C>T) de mmp-2 détruit un site consensus SP1,
diminuant ainsi son expression de 50% (Haque et al., 2015). Dans le cas du géne mmp-9, deux
polymorphismes ont été décrits ; une substitution a la position -1562 (C > T) et une duplication du motif
CA-23 (Peters et al., 1999, B. Zhang et al., 1999). Le premier a une moindre affinité pour les protéines
histones et aboutit a une augmentation de l'activité transcriptionnelle, alors que le second affiche une
activité transcriptionnelle moiti€¢ moindre du fait d’une moins bonne affinit¢ du complexe

transcriptionnel.

2.2.3. Régulations post-transcriptionnelles
La régulation post-transcriptionnelle des MMPs comprend principalement la stabilité de leurs ARNm
suivi de I’activation, 1’inhibition et la localisation des protéines. Des études démontrent que la protéine
HuR (human antigen R) peut lier le transcrit de MMP-9 et ainsi assurer sa stabilité (Akool el et al.,

2003). Plus précisément, la régulation post-transcriptionnelle de MMP-9 et -13 est en partie die a de
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multiples motifs AREs (adenosine and uridine rich-elements) situé dans la région 3°’UTR (untranslated
region) de leur ARNm permettant la liaison des protéines HuR (Huwiler et al., 2003) ou KSRP (Rydziel
et al., 2004), toutes deux reconnues pour leur implication dans la stabilisation et 1’augmentation de
demi-vie des ARNm.

Initialement, les MMPs sont synthétisées sous une forme latente inactive (zymogéne, pro-MMPs) puis
sont sécrétées ou liées a la membrane. Leur forme inactive dépend d’un mécanisme nommé « cystein
switch » (Van Wart et al., 1990). Celui-ci consiste a I’interaction covalente du groupement cystéine
sulfhydrile situé dans le motif fortement conservé PRCGxPD du propeptide avec 1’ion Zn>" du site
catalytique. Ainsi, la présence du pro-domaine prévient la liaison et ’hydrolyse des substrats (figure 7)

(Raet al., 2007).
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Figure 7: Mécanisme d'activation des pro-MMPs. La forme zymogene des MMPs est maintenue par un lien
électrostatique entre le groupement thiol d’un acide aminé cystéine du pro-domaine et 'ion Zn** du domaine
catalytique. L activation des MMPs dépend du bri de cette interaction par clivage protéolytique du pro-domaine
ou par réaction chimique non protéolytique. Dans ce dernier cas, la liaison est rompue et libere [’acces au
domaine catalytique, ceci sans clivage du pro-domaine. L’activation finale semble s’effectuer par autolyse du
pro-domaine. Adaptation de (X. Zhang et al., 2009)
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L’activité protéolytique des MMPs est ¢galement étroitement régulée par deux principaux inhibiteurs
endogenes, az-macroglobuline et les inhibiteurs métalloprotéinases tissulaires (TIMPs). L’équilibre
entre 1’expression de ces inhibiteurs et les MMPs est crucial dans le maintien de ’homéostasie de la
MEC (Goffin et al., 2003, Nagase et al., 2006). Plus précisément, La glycoprotéine plasmatique oo-
macroglobuline inhibe la majorité des protéases en formant un complexe reconnu par les récepteurs
membranaires LRP (low density lipoprotein receptor-related protein-1) qui permettent leur endocytose
puis leur dégradation (Zorina et al., 2007). La famille des TIMPs quant a elle comprend quatre membres
(1 a2 4) et leur expression est tres fortement régulée durant le développement et le remodelage des tissus
(Brew et al., 2000). TIMP-1, -2 et -4 sont sécrétées alors que la TIMP-3 reste membranaire. La
cristallisation de complexe TIMP-MMP a permis d’identifier que c’est via leur domaine N-terminal
qu’ils inhibent les MMPs actives (Fernandez-Catalan et al, 1998, Gomis-Ruth et al., 1997). Plus
précisément, des résidus du domaine N-Terminal forme un complexe réversible qui chélate 1’ion Zn**
du domaine catalytique des MMPs et mimique ainsi un substrat (Visse et al., 2003). Le domaine C-
Terminal des TIMPs quant a lui, permet de réguler 1’activation de pro-MMPs grace a son interaction
protéine-protéine avec le domaine hémopexine des MMPs. TIMP-2 et TIMP-4 peuvent ainsi lier la pro-
MMP-2 et empécher son activation par la MT1-MMP ou son auto-activation (Bigg et al., 1997, X. Xu et
al., 2011). Bien que toutes les TIMPs puissent inhiber les formes actives des MMPs, elles n’ont pas
toutes le méme degré d’affinité (Murphy, 2011). Par exemple, TIMP-2 a une préférence pour MMP-2 et
MTI1-MMP (Z. Wang et al., 2000, Zucker et al., 1998) alors que TIMP-1 qui présente une faible affinité
face aux MMP-19 et MT-MMPs, inhibe tres efficacement les MMP-3 et -7 comparativement a TIMP-2
et TIMP-3 (M. H. Lee et al., 2004).

2.3. Fonctions
Les MMPs jouent un role central dans la dégradation de la MEC et sont principalement activées lors
d’événements qui nécessitent un remodelage de celle-ci tels que lors de I’embryogenése, de la
morphogenese ou de la cicatrisation tissulaire (Rohani et al., 2015). Outres la dégradation de la MEC,
les MMPs participent a de nombreux processus cellulaires, tels que la migration, la prolifération ou
I’apoptose (Vu et al., 2000). Il n’est donc pas étonnant de constater qu’une quelconque altération dans
leur activation peut avoir d’importantes conséquences dans le développement de pathologies (Bonnans

et al., 2014), comme des désordres neurologiques (Paemen et al., 1994), des maladies inflammatoires,
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vasculaires ou auto-immunes (Hu et al., 2007, Opdenakker et al., 1994), les ulcéres gastriques (S. L. Li

et al., 2013) ou bien encore lors de cancers (Kessenbrock et al., 2010, Westermarck et al., 1999).

2.3.1. Fonctions physiologiques des MMPs

Une large gamme de MMPs est fortement exprimée lors des processus de reproduction tels que le cycle
menstruel, ’ovulation et I’involution utérine, mammaire ou prostatique (Hulboy et al, 1997).
L’ensemble de ces événements implique la synthése et la sécrétion d’hormones (ex : progestérone,
prostaglandine), de facteurs de croissance, de cytokines et d’enzymes protéolytiques qui induisent
I’activation des MMPs (Curry et al., 2003). Les MMPs jouent également un réle important durant
I’embryogenese (Pilka ef al., 2003). Par exemple, lors de I’implantation, la forte expression de MMP-9
favorise la migration des trophoblastes ainsi que le remodelage de la MEC pour le développement du
placenta (Alexander et al., 1996).

La migration cellulaire est un processus qui implique de nombreux changements tels que 1’activation des
modulateurs du cytosquelette cellulaire, la modulation des sites d’adhésion et des molécules de surfaces,
le réarrangement de la MEC ainsi que la présence de chimioattractants nécessaire a 1’orientation
migratoire. Or, les MMPs ont la capacité de moduler chacun de ces processus. Elles peuvent cliver des
intégrines ainsi que des protéines de surfaces impliquées dans les jonctions cellulaires (Bartlett et al.,
2013) comme les E-cadhérines des jonctions serrées, menant ainsi a la rupture de 1’adhésion cellulaire
(Covington et al., 2005). Les MMPs sont aussi étroitement liées a divers processus cellulaires comme la
prolifération, la différenciation et la survie cellulaire. Par exemple, 'utilisation d’inhibiteurs de MMPs
réduit considérablement la réponse mitotique de cellules de muscles lisses stimulées par le facteur de
croissance PDGF (Platelet Derived Growth Factor) (Uzui et al., 2000) et entraine 1’apoptose des
cellules (Cowan et al., 2000). De méme, 1’altération du signal des intégrines par les MMPs provoque
I’apoptose des cellules épithéliales mammaires (Boudreau et al., 1996). Qu’elles soient pro- ou anti-
apoptotiques, ces activités mettent en lumiere un réle important des MMPs dans la survie cellulaire. Les
MMPs contribuent également a la différenciation cellulaire et a la morphogeneése tissulaire. Entre autres,
les MMP-2 et -9 favorisent la différenciation des adipocytes (Bouloumie ef al., 2001) et I’inhibition des
MMPs qui bloque la migration des kératinocytes sur le collagéne de type-1 en plus de perturber la
morphogenese épithéliale (Pilcher ef al., 1997). De nombreuses études soulignent aussi leur implication
dans I’angiogenese, de facon pro- ou anti-angiogénique. Effectivement, la dégradation des composants

de la MEC par les MMPs entraine la libération de facteurs de croissances ou angiogéniques séquestrés
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au sein de la matrice tel que VEGF (Chang et al., 2001, Somerville et al., 2003). Cependant, 1’action des
MMPs peut aussi favoriser la production de fragments bioactifs comme 1’angiostatine, un inhibiteur de
I’angiogenese (Z. Dong et al., 1997). De méme, le clivage de la chaine y2 de la lamine V par la MMP-2
et MT1-MMP révéle un site inducteur de la migration cellulaire et contribue a la migration des cellules
épithéliales (Giannelli et al., 1997, Koshikawa et al., 2000).

Malgré les multiples fonctions attribuables aux MMPs, la majorité des modeles murins déficients en
MMPs sont viables et n’affichent pas de défauts phénotypiques majeurs (Folgueras et al., 2004). Cela
suggere que malgré leurs fonctions physiologiques d’importances, la redondance fonctionnelle entre les
MMPs ou d’autres protéases peut compenser la perte d’une MMP spécifique (Somerville et al., 2003).
Une exception : les souris transgéniques déficientes en MMP-14 (MT1-MMP) qui présentent de séveres
anomalies phénotypiques avec un retard important de la croissance et des anomalies squelettiques
graves qui aboutissent a leur mort prématurée (Holmbeck et al., 1999). D’autres études sur les souris
déficientes en MMPs suggerent aussi un rdle pour certaines dans le développement de maladies. Entre
autres, les souris déficientes pour MMP-12 ne développent pas d’emphyséme suite a une longue
exposition a la fumée de cigarette contrairement aux souris de type sauvages. Qui plus est, leurs

macrophages ne parviennent plus a franchir la membrane basale (Hautamaki ef al., 1997).

2.4. MMPs et cancer

Des niveaux accrus de plusieurs MMPs sont rapportés chez les patients atteints de cancers et leur forte
dérégulation semble intervenir dans chacune des étapes de la tumorigenese (Gonzalez-Avila et al.,
1998). Etonnamment, il semble qu’une bonne proportion des MMPs sécrétées soient produites par les
cellules stromales plutdt que par les cellules tumorales (Nabeshima ef al., 1991), plus particuliérement
par les fibroblastes, les macrophages et les cellules endothéliales (Basset et al., 1997). Une des
explications est que les cellules cancéreuses produisent une glycoprotéine de surface ’EMMPRIN qui
stimule par contact direct les fibroblastes afin qu’ils produisent des MMPs (Toole, 2003). Toutefois, les
cellules cancéreuses elles-mémes peuvent en produire notamment au cours de la transition épithélio-
mésenchymateuse (EMT) (Gilles et al., 1997).

Le niveau d’expression des MMPs peut varier selon le stade de développement tumoral, par exemple,
I’expression de MMP-2 augmente progressivement avec le grade des mélanomes (Vaisanen et al.,
1996). De méme, le profil d’expression des MMPs est plus important lors d’un stade avancé que précoce
de la maladie. Par exemple, I’expression de la MMP-7 contribue précocement a la tumorigenése du

colon alors que les MMP-2, -3 et -11 sont des événements tardifs qui agissent en concert afin de faciliter
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I’invasion tumorale lors des stades avancés de la maladie et lors de la dissémination en métastases
(Newell et al., 1994).

Il a été démontré que la surexpression de plusieurs MMPs peut initier la transformation cellulaire
(Egeblad et al., 2002). Par exemple, la surexpression de MMP-3 chez les souris est responsable de
I’apparition de novo de cancers mammaires, plus précisément elle permet d’initier la EMT et d’induire
une instabilité génétique dans les cellules épithéliales mammaires (Lochter et al., 1997).

Plusieurs MMPs contribuent aussi a la perte de cohésion et d’inhibition de contact des cellules
tumorales par protéolyse des molécules qui interviennent dans les jonctions adhérentes et favorisent
ainsi la EMT et la dissémination (Lochter et al., 1997). Les exemples les plus connus sont les MMP-3 et
-7 qui peuvent rompre les jonctions d’adhérence par clivage des E-cadhérines et ainsi libérer la -
caténine. La translocation au noyau de cette derniére peut alors costimuler la transcription de nombreux
geénes y compris des oncogénes et MMPs (Crawford et al., 1999, Polakis, 1999). De méme, dans le
cancer gastrique, il a été démontré que les MMP-2 et -9 ont un lien étroit avec I’expression de la
Claudine-4, une protéine transmembranaire indispensable a la formation des jonctions serrées (L. Y. Lee
et al., 2008).

L’implication des MMPs dans la protéolyse des composants de la MEC est une étape cl¢ dans I’invasion
tumorale (Liotta et al., 1980). Plus particulierement, pour les MMP-2 et -9 qui peuvent perturber la
structure de la membrane basale par dégradation de la lamine et du collagéne de type IV un constituant
essentiel de la lame basale qui est la premiere barriere contre la migration cellulaire (Hibbs ef al., 1987).
De méme, les MMP-1 et MT1-MMP jouent un role particulier dans I’invasion cellulaire du fait qu’elles
dégradent le collagéne interstitiel de type I, II et III présents dans les tissus conjonctifs qui encerclent les
cancers invasifs. Entre autres, la surexpression de MT1-MMP par les cellules du MET va permettre son
interaction avec CD44 ce qui va favoriser son homodimérisation et sa localisation au front d’invasion
tumoral. Ainsi la protéase membranaire peut dégrader le collagéne de type I et activer la pro-MMP-2
dont I’action sur le collagéne de type IV facilite I’invasion et la migration cellulaire (Seiki, 2003).

Les fonctions des MMPs dans la protéolyse de molécules bioactives, la libération de facteurs de
croissance ou angiogénique, la modulation de I’apoptose et des gradients chimioattractants contribuent a
la formation d’un milieu qui favorise la transformation maligne (Egeblad et al., 2002). Par exemple,
plusieurs MMPs, dont la MMP-9, favorisent la prolifération cellulaire par la protéolyse des composants
de la MEC ou de protéines non-matricielles en permettant ainsi la libération de facteurs de croissance

tels qu'IGF 11 (Insuline-like Growth Factor) initialement li¢ a IGFBP-3 (insulin-like growth factor
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binding protein 3) (Martin et al., 1999, Svalina et al., 2016), ou bFGF (basic fibroblast growth factor)
séquestre par le perlican (Whitelock et al., 1996). Les MMPs peuvent aussi avoir un effet antiprolifératif
sur les cellules pré-malignes en libérant du TGFp. Cependant, des mutations sur les récepteurs TGFR
sont fréquemment observées durant la progression tumorale et rendent les cellules cancéreuses
insensibles a la stimulation suppressive de tumeur, elles utilisent alors le TGF a leur avantage comme
un facteur de promotion tumoral qui permet d’initier I’'immunoévasion, d’induire la sécrétion autocrine
de mitogenes et de favoriser la différenciation vers un phénotype invasif et métastatique (Massague,
2008).

Certaines MMPs peuvent aussi interférer sur 1’apoptose des cellules malignes. Entre autres, avec le
clivage de FasL qui réduit I’induction d’apoptose lors de traitements chimiothérapeutiques a la
doxorubicine des cellules cancéreuses (Mitsiades et al., 2001).

Aussi, il apparait que chaque MMP peut contribuer distinctement a 1’angiogenéese tout au long de la
tumorigenese (Bergers et al., 2000, Littlepage et al., 2010). Les expérimentations chez la souris
génétiquement déficiente (« Knock-out ») ont révélées que la MMP-2 est essentielle a I’initiation
angiogénique lors du développement tumoral (Itoh et al., 1998). De plus, la régulation transcriptionnelle
des MMPs et du VEGF sont étroitement li€s et peuvent €tre concomitants et mutuels. Par exemple, la
production de MMP-9 et VEGF est stimulée par le facteur inductible HIF-1 d’hypoxie (Liao et al.,
2007). Aussi, VEGF exprimé par les tumeurs primaires facilite la production de MMP-9 des cellules
métastatiques pulmonaires qui expriment le récepteur VEGFR (Hiratsuka et al., 2002). A I’inverse,
certaines MMPs telles que la MMP-2 dans les cellules d’adénocarcinomes humaines ou la MMP-14
dans les glioblastomes et carcinomes mammaires stimulent 1’induction transcriptionnelle de VEGF
(Chetty et al., 2010, Deryugina et al., 2002, Sounni et al., 2002). Les MMPs sont également impliquées
dans les processus d’intravasation et extravasation, entre autres grace a I’importante libération et
induction de VEGF dans le MET qui favorise une néovascularisation tumorale structuralement
anormale, immature et perméable (Carmeliet et al., 2011, Parsons-Wingerter et al., 2006). L’infiltration
et I’évasion des cellules malignes sont facilitées par 1’action protéolytique des MMPs sur la membrane
basale qui entoure 1’endothélium capillaire ainsi que sur les molécules d’adhésions qui fragilisent
d’autant plus la perméabilité endothéliale (Deryugina et al., 2006). Les MMPs sont donc tributaires du
potentiel métastasique des tumeurs. De plus, les modeles murins déficients en MMPs spécifiques ont
démontré une moindre dissémination métastatique (Coussens et al., 2000). La surexpression des MMPs

est donc généralement considérée comme un marqueur de la tumorigenese associ¢ a 1’acquisition de
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phénotypes invasifs (Konstantinopoulos et al., 2008). C’est pourquoi, dans les années 1980, il y eu un
engouement de la recherche pour la production d’inhibiteurs de MMPs dans I’espoir de réduire le
potentiel invasif et métastatique des tumeurs. Malheureusement, leur utilisation clinique fut un échec et
n’offrit aucun avantage de survie aux patients qui présentaient alors d’importants effets secondaires. Ces
derniers pouvant s’expliquer par I’utilisation d’inhibiteurs a large spectre qui ne prenait pas en compte
les effets potentiellement positifs de certaines MMPs dépendamment du stade et du type de cancer
(Coussens et al., 2002). Aujourd’hui, de nombreuses études ont mis en lumiére cette possible dualité
fonctionnelle des MMPs dans la progression tumorale, c’est pourquoi il apparait maintenant
indispensable d’identifier le dégradome ainsi que les roles physiologiques selon le type de cancer et les

différentes étapes de la tumorigenese (Figure 8).

Pro: MMP-1, -2, -7, -9, -14
Anti: MMP-2, -9, -12

[Pro:MMP—B.-H.-M] 13, -14

[ Pro: MMP-1, -2, -3, -7, ]

Pro: MMP-7, -9, -11

{ : [Pro: MMP-3, -9, -10 }

Anti: MMP-3

[ Pro: MMP-2, -3, -7, |
-9, -12

- Anti: MMP-2, -8

Figure 8: Dualité fonctionnelle des MMPs dans la tumorigenése. Adaptation de (Kessenbrock et al., 2010)
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2.5. MMP-9 et cancer
La MMP-9 (gélatinase B) est une protéase de 92 Kda fortement glycosylée et sécrétée dans la MEC par
un trés grand nombre de cellules (Hashizume, 2007). Comme toutes les MMPs, elle a la capacité
d’hydrolyser de nombreux constituants de la MEC ainsi que non-matriciels. Toutefois, la MMP-9 a
rapidement suscité I’intérét de la recherche du fait qu’elle est impliquée dans la rupture de la membrane
basale via la dégradation du collagéne de type IV qui est requise a I’invasion tumorale et a la formation
de métastases (Hibbs et al., 1987). Qui plus est, la MMP-9 peut intervenir et favoriser chaque étape de la
progression tumorale (Farina et al., 2014). Par exemple, lorsque la MMP-9 est localisée dans le noyau
cellulaire neuronal, elle peut induire I’initiation, la promotion ainsi que de I’instabilité génétique en
augmentant la fragmentation de I’ADN (Y. Yang et al., 2010). Possiblement suite a la dégradation de
son substrat PARP (poly-ADP-ribose polymérase) ce qui empéche la réparation du génome (Kwan et
al., 2004).
La MMP-9 joue un réle important dans la néovascularisation et I’angiogenese des tumeurs et peut avoir
une dualité fonctionnelle en étant pro- ou anti-angiogénique (Collen et al., 2003, Ito et al., 2009,
Littlepage et al., 2010). Son rdle promoteur de I’angiogenése est essentiellement da a la libération, lors
du remodelage de la MET, de facteurs pro-angiogéniques tel que VEGF (Deryugina et al., 2015).
La MMP-9 peut également contribuer a la résistance a I’apoptose des cellules cancéreuses. Par exemple,
avec la protéolyse de Fas ligand (FasL) membranaire (Musial et al., 2011, Powell et al., 1999). Ainsi,
elle permet de libérer du FasL soluble dont I’interaction avec les récepteurs Fas (CD95) peut conduire a
la signalisation nulle de la voie extrinseque apoptotique, mais aussi promouvoir 1’angiogenése ainsi que
I’évasion immunitaire (J. J. Chen et al., 1998).
Effectivement, la MMP-9 est un régulateur important de la réponse immunitaire innée et tumorale (Van
den Steen et al., 2002) et elle est complice de I’immunoévasion des cellules cancéreuses. Par exemple, il
a été démontré que la surexpression de MMP-9 dans les tissus du cancer utérin peut cliver le récepteur
de l’interleukine 2a (IL-2Ra) des lymphocytes T cytotoxiques rencontrés et ainsi réduire leur action
anti-tumorale (Sheu et al., 2001). Elle permet également la dégradation d’ICAM-1, ce qui favorise la
résistance des cellules néoplasiques face aux NK (natural Killer cell) (Fiore et al., 2002). De méme, la
dégradation de la sous-unité B2 du récepteur CD18 des macrophages réduit leur recrutement (Vaisar et
al., 2009) et affecte le « homing » des leucocytes (Bauvois, 2014).
Finalement, la MMP-9 est considérée comme une protéine pro-métastatique et un biomarqueur

d’agressivité tumorale associ¢ a un mauvais pronostique (Hurst et al., 2007, Parvanescu et al., 2015).
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Par exemple, elle apparait comme une molécule importante dans la dissémination, les embolies
lymphovasculaires et la nidification en métastases, (Deryugina ef al., 2015, Tanioka et al., 2003). Aussi,
des tests de dépistage de la MMP-9 dans les urines permettent de différencier des patients atteints de
tumeurs malignes ou bénignes dans le cancer de la vessie (Eissa et al., 2007) ou de prédire les chances
de survie dans les ostéocarcinomes (H. Li ef al., 2014). Toutefois, bien que la MMP-9 soit généralement
considérée comme pro-tumorale et -métastatique, certaines études rapportent un effet protecteur tel que
dans les cancers oraux ou son role peut fluctuer au cours du stade néoplasique (Vilen et al., 2013). C’est
pourquoi, il est crucial de bien comprendre sa régulation tout au long de la progression tumorale dans

chaque type de cancer.
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3. Les galectines

La glycosylation refléte un ensemble de réactions enzymatiques complexes qui permettent des
modifications post-transcriptionnelles par ajout de sucres (monosaccharides, oligosaccharides, glycanes)
sur pratiquement toutes les protéines ou lipides cellulaires. Ces glycoprotéines ou glycolipides sont
principalement membranaires situés du coté extracellulaire ou encore des protéines et peptides sécrétés
dans le microenvironnement. Les multiples possibilités d’interactions qu’offrent ces glycoformes ont un
impact fondamental sur de nombreux et cruciaux processus biologiques (Moremen et al., 2012) tels que
I’adhésion cellulaire (glycocalyx), la régulation de la croissance, I’apoptose, ou encore la reconnaissance
du systéme immunitaire (Marth et al., 2008). Les lectines sont des protéines qui reconnaissent et lient
spécifiquement les glucides, parmi celles-ci 1’on retrouve la famille des galectines.

Depuis plusieurs décennies, les galectines font 1’objet de multiples recherches scientifiques. Elles ont été
initialement identifiées selon leur ordre de découverte et sous divers noms comme des lectines de type S
(Drickamer ef al., 1993). C’est en 1994 qu’elles furent pour la premicre fois classées et qualifiées de
galectines, une famille de lectines qui se caractérise pour leur grande affinité aux B-D-galactosides ainsi
que pour leur forte homologie de séquence du site de liaison au sucre nommé domaine de
reconnaissance aux carbohydrates (CRD) (Barondes et al., 1994). Par la suite, grice aux progrés en
technique de clonage et d’analyse séquentielle, plusieurs protéines précédemment identifiées chez les
vertébrés (Houzelstein et al., 2004) mais aussi chez les invertébrés (Vasta et al., 2015), les nématodes
(Hirabayashi et al., 1996) ou encore chez les champignons (D. N. Cooper et al., 1997) ont été
regroupées dans la famille des galectines. Aujourd’hui, ’on dénombre 16 différentes galectines chez les

mammiferes dont 12 chez I’humain (F. T. Liu ef al., 2005).

3.1. Structure et classification
Les galectines sont de petites molécules solubles de 14 a 35 kDa constituées d’une seule chaine
polypeptidique qui ne possede pas de séquence-signal pour la voie de sécrétion classique (Nickel, 2003)
mais qui présentent une similarité significative de leur CRD. Ce dernier est composé d’environ 130
acides aminés qui forment une pochette constituée de deux feuillets f en sandwich permettant la
reconnaissance des -D-galactosides avec une préférence pour les (N) et (O) glycanes (Leffler et al.,
2004). On distingue trois sous-types de galectines qui reposent sur leur propriété structurale et leur

nombre de CRD : le type « proto », « chimérique » et finalement « répétition en tandem » (Figure 9).
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L’organisation « proto » comprend les galectines -1, -2, -5, -7, -10, -11, -13, -14, -15 et -16 et possede
un seul CRD. La majorité d’entre elles peuvent former des homodiméres de maniére non-covalente et
favorise ainsi leur liaison a deux ligands bien distincts. Il y aurait donc un équilibre monomeéres-diméres
qui serait dépendent de la concentration dans le milieu (Giudicelli et al., 1997). L’organisation
« chimérique » est propre a la galectine-3. Celle-ci arbore un seul CDR et posséde un long domaine N-
terminal non-lectine qui lui permet de former des complexes pentamériques a la manicre des
immunoglobulines M (IgM). Finalement, I’organisation « répétition en tandem » est constituée des
galectines 4, 6, 8, 9 et 12. Elles ont la particularité¢ d’avoir deux CRDs différents qui sont reliés de
manieére covalente par un petit pont peptidique propre a chaque galectine. De plus, 1’épissage alternatif
permet la formation de divers isoformes comme dans le cas de la galectine-8 ou -9 (Bidon-Wagner et

al., 2004).

Prototype Répétition en Tandem Chimérique

¢ ? ™ »C o
‘ % S Q,\ s 9}%?
/O ) U 2 |

1 CRD 2 CRDs 1 CRD

Galectines 1, 2, 5*, 7, 10,

. " .
11*, 13, 14, 15* et 16 Galectines 4, 6%, 8,9, 12 Galectine 3

Figure 9: Classification des galectines chez les mammiféres. Schématisation de |’organisation structurale des
galectines, adaptation de (R. Y. Yang et al., 2008) (*galectines non-humaines)

3.2. Distribution des galectines
La majorité des cellules expriment un profil diversifi¢é de galectines selon le tissu auquel elles
appartiennent ainsi que son stade de développement. Certaines galectines comme la galectine-1 ou -3
sont distribuées dans une grande variété de tissus et de types cellulaires, alors que d’autres, comme la
galectine-4 et la galectine-7, semblent plus spécifiques (Tableau 3). Bien que ’on commence a avoir
une vision d’ensemble de la distribution des galectines les plus étudiées (galectine-1, -3 ou -7), les

« galectinomes », c’est a dire les profils d’expression de toutes les galectines, restent a déterminer dans
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la majorité des tissus. Aux vues de certaines redondances fonctionnelles ou d’effets antagonistes des

galectines, il est donc important de mieux comprendre leur distribution et leurs roles.

Tableau 3: Distribution physiologique des galectines chez I'"humain. Adaptation de (Rapoport et al., 2008,
Viadoiu et al., 2014) avec complément d’informations de (Kaur et al., 2016)

Types/ Galectines Organes/ Tissus/ Cellules
¢ 1 Squelette, muscles, cceur, poumons, foie, ganglions, thymus, colon, neurones, reins, placenta ...
¢ 2 Cellules épithéliales de 1’estomac
O-C 3 Macrophages, granulocytes, mastocytes, cellules épithéliales, fibroblastes, reins, neurones ...
a" 4 Gastro-intestinale, épithélium buccal

Epithélium stratifié de I’cesophage, langue, lévres, de 1’estomac, cornée, corpuscule Hassaall du

v thymus, cellule myoépithéliale mammaire, kératinocytes ...

Q’\ 8 Reins, foie, muscle cardiaque, poumons, cerveau
Q’\ 9 Thymus, reins, poumons, muscles, lymphomes

[ ) 10 Eosinophiles
Q~ 12 Adipocytes, cceur, pancréas, rate, thymus

[ W] 13 Placenta

C 14 Eosinophiles, placenta

¢ 16 Placenta

3.3. Ligands
Les galectines sont essentiellement reconnues pour leur capacité a lier des sucres [-galactosides via leur
CRD (Tableau 4). Bien que trés similaires, les CRDs ne sont pas parfaitement identiques et possédent
des affinités pour certains ligands plutdt que d’autres (Hirabayashi et al., 2002). C’est pourquoi les
ramifications glucidiques des glycoconjugués affectent les liaisons ainsi que les fonctions des galectines.
Outre les variations du CRD, la spécificité de liaison peut dépendre de la nature méme de la galectine
ainsi que de la présentation des ligands. Par exemple, un homodimere de galectine-1 ainsi qu’un bi-
CRDs de galectine-9 peuvent avoir un ligand en commun mais démontrer une interaction différente
selon la valence des glycoprotéines et selon la nature de la galectine. Aussi, le pont peptidique de la
galectine-9 dont la structure est flexible permet la liaison de glycanes €loignés et d’une orientation plus
variable comparativement a un homodimére de galectine-1 dont I’orientation des CRDs est beaucoup

plus rigide (Bi et al., 2008). La structure minimale de reconnaissance des galectines est le disaccharide
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N-acétyl-lactosamine (LacNac) que 1’on retrouve chez les N et O-glycanes et leurs affinités augmentent
proportionnellement avec le nombre de résidus LacNac des glycoformes (Patnaik et al., 2006).
Toutefois, le niveau d’affinité d’une galectine a une autre peut varier, par exemple la galectine-1 et -3
ont une plus grande affinité de liaison au LacNac que la galectine-7. De plus, les modifications des
saccharides terminaux tels que la balance entre a-2,3 ou a-2,6 acide sialique ou encore 1’arrangement et
la disponibilité des ligands peuvent influencer la spécificité de liaison des galectines (Elola et al., 2015,
Hirabayashi et al., 2002, Stowell et al., 2008a). Par exemple, le profil de glycosylation et la disposition
membranaire de gpl20 du virus VIH favorise l’interaction avec la galectine-1 au détriment de la
galectine-3 (C. St-Pierre et al., 2011). De méme, des ramifications o-2,6 acide sialique sur CD45
réduisent son interaction avec la galectine-1 (Amano et al., 2003).

Les galectines peuvent étre sous une forme monomérique, dimérique ou encore polymérique selon leur
type structural et leur concentration dans le milieu (Morris et al., 2004). Par conséquent, les oligomeres
de galectines ont la capacité de lier un a plusieurs ligands glycosylés, proches ou ¢éloignés en « cis » ou
en «trans ». Ainsi, les galectines contribuent a la formation de complexes multivalents formant des
lattices ou treillis a la surface des cellules permettant de compartimenter la membrane plasmique en
radeaux lipidique et cytosquelettique sous-membranaires (Kusumi et al., 2012) ce qui a pour effet de
restreindre la mobilit¢é des glycoprotéines transmembranaires et de stabiliser les récepteurs
membranaires (Lajoie et al., 2009, Nabi et al., 2015) (Figure 10). Cependant, certaines protéines, telles
que les MMPs, peuvent altérer la capacité de multimérisation des galectines. Par exemple, le domaine
N-terminal de la galectine-3 est sensible a I’hydrolyse des protéases MMP-9, MMP-2 et MMP-7, ce qui
bloque son oligomérisation (Ochieng et al., 1994, Puthenedam et al., 2011). L’effet de la MMP-7 sur la
galectine-3 a aussi pour effet de diminuer la cicatrisation des plaies et la migration cellulaire lors de
maladie inflammatoire de 1’intestin.

Outre leurs interactions avec le CRD, les galectines peuvent interagir avec des ligands via des
interactions protéine-protéine (Tableau 4). Par exemple, la galectine-1 intracellulaire peut lier la
protéine H-Ras et moduler son ancrage a la membrane plasmique (Paz et al., 2001). De méme, cette
méme galectine est connue pour sa liaison CRD-indépendante avec le récepteur pre-BCR antigénique
des lymphocytes B (Gauthier et al., 2002). Autres exemples : les galectines-3 et -7 qui peuvent lier de

manicere CRD-indépendante plusieurs membres de la famille Bcl2 (Villeneuve et al., 2011).
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Figure 10: Lattices de Galectines. A) Exemple schématique de lattices de la liaison de galectines sur divers
ligands multivalents glycosylés. Adaptation de (Rabinovich et al., 2009) B) Formation de lattice via les liaisons
de galectines sur des glycoformes transmembranaires. Adaptation de (F. T. Liu et al., 2005)
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Tableau 4: Exemples de ligands des galectines. Principaux partenaires des galectines intracellulaires ou
extracellulaires. Adaptation de (Rapoport et al., 2008, Vladoiu et al., 2014) * CRD-indépendant.

Récepteurs Galectines
Iniracellnlaire
H-Ras galectine-1*
K-Ras galectine-3
Bel-2 galectine-3%, 7%
Cyclins galectine 3, -12
Smad3 galectine-7
Cytokeratines palectine-3
Chrp palectine3
Monomérique actine galectine-1
Gemind, 2 galectine-1%, 3%
Axin/ p-catenin /APC galectine 3*, 4
Extracellulaire
Lamine/ fibronectine/ vitronectine galectine-1, -2, -3, 4, -8
Intégrines galectine-1, -2, -8
B CD43, é?ﬁgfecsnng galectine-1, -3
CD95 (APO-1Fast) galectine-3*
Pre-BCR galectine-1*
LAMP-1,-2 galectine-1, -3
GMI galectine-3, -7
” tyomphingaiices plectine 4,
90K/MAK-2BP galectine-1, -2, -3, -7
Oncoantigines: CA125, CEA galectine-1, -3, -4, -8
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3.4. Fonctions des galectines
Les galectines sont clairement pléiotropiques et une méme galectine peut avoir des fonctions totalement
opposées dépendamment du contexte biologique. Elles participent a de multiples processus biologiques
clés tels que le développement embryonnaire (Barrientos et al, 2014, Yun et al., 2014), la
différenciation cellulaire (Abedin et al., 2003), la régulation de la croissance et du cycle cellulaire (R. Y.
Yang et al., 1996, R. Y. Yang et al., 2001), I’adhésion et la migration cellulaire (Gendronneau et al.,
2015), la prolifération, 1’apoptose (Takano et al, 2016), I’angiogenese (Blois et al., 2015), la
transduction de signaux (Hsu et al., 2004), le pré-épissage d’ARNm (Vyakarnam et al, 1997), la
régulation du systéme immunitaire et inflammatoire (Nieminen et al., 2005), la reconnaissance de
pathogenes et contribuent également a I'immunité innée (H. Y. Chen et al., 2014). Par le fait méme,
elles sont impliquées dans de nombreuses pathologies dont les cancers (Kalan et al., 2015, Moriyama et
al., 2014, van der Hoeven et al., 2016).
Leurs fonctions variées vont dépendre en tout premier lieu du type de galectine ainsi que de 1’identité
cellulaire. Par exemple, I’inhibition de la galectine-3 permet une réduction de la croissance cellulaire de
carcinomes thyroidiens et mammaires (Honjo et al., 2001, Yoshii et al., 2001) alors que c’est via sa
surexpression qu’on observe le méme phénotype pour des cellules tumorales de la prostate (Ellerhorst et
al., 2002). De plus, la concentration des galectines dans le milieu peut faire varier leurs fonctions
(Ochieng et al., 1998). En effet, il a ét¢ démontré que 1’adhérence des neutrophiles sur la lamine
augmente en présence de galectine-3 recombinante alors que la forme libre de galectine-3 sur des
cellules non-adhérées peut bloquer des intégrines ou saturer des ligands lactosamines empéchant
(Kuwabara et al., 1996).
L’oligomérisation des galectines est aussi un facteur crucial de leurs fonctions. Ainsi, seule la forme
dimérique de galectine-1, contrairement a sa forme monomérique, induit [’exposition de
phosphatidylsérine et favorise la reconnaissance phagocytaire des neutrophiles par les macrophages
(Dias-Baruffi et al., 2003). Aussi, I’hydrolyse de galectine-3 par des protéases MMPs interfére avec son
oligomérisation et la formation de lattice a la surface cellulaire ce qui modifie son activité biologique
(Ochieng et al., 1998).
Finalement, leur localisation joue un role primordial et une méme galectine peut présenter une

dichotomie fonctionnelle dépendamment si elle est extra ou intracellulaire (Compagno et al., 2014) .
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3.4.1. Fonctions extracellulaires

Les galectines sécrétées dans le stroma peuvent soit se lier aux divers glycoformes des membranes
cellulaires, soit interagir avec divers éléments de la MEC ou encore se retrouver dans la circulation
sanguine (McCullough et al., 2011). Leur liaison aux glycoformes membranaires est a la base de
I’adhésion cellulaire. Par exemple, il a été clairement démontré que la galectine-3 module 1’adhésion
homotypique de cellules tumorales (Inohara et al., 1995). Elle peut aussi interagir avec la protéine
glycosylée N-cadhérine des jonctions d’adhérence et favoriser des échanges entres les micro-domaines
membranaires (Boscher ef al., 2012). Les nombreuses interactions galectines/ intégrines ont aussi un
effet sur ’adhérence cellulaire, tel que le complexe galectine-3/CD98 qui provoque le regroupement des
intégrines en micro-domaines et augmente leur avidité (Kuwabara et al., 1996). De plus, la galectine-3
permet aussi la modulation d’expression de certaines intégrines telles que la a6p1 (Warfield et al.,
1997), a4B7 (Matarrese et al., 2000), ou réduit la sous unité B1(ou CD29) en provoquant son endocytose
(Furtak et al., 2001). De plus, la liaison des galectines aux intégrines peut moduler le cycle cellulaire.
Par exemple, la galectine-1 avec I’intégrine a5B1 a un effet antiprolifératif et permet I’inhibition de la
voie Ras-MEK-ERK ainsi que I’induction de p21 et p27 qui menent vers un arrét du cycle cellulaire en
stade G1 (Fischer et al., 2005).

Outre les pontages cellule-cellule, les galectines permettent des interactions étroites cellule-matrice du
fait que la MEC est une source tres riche en constituants glycosylés (Friedrichs et al., 2008, F. van den
Brule et al., 2003, Warfield et al., 1997). Ces interactions permettent de moduler la concentration en
galectines dans le microenvironnement et induisent différents évenements. Par exemple, la forte
sécrétion de la galectine-1 par des cellules stromales favorise sa localisation a la surface cellulaire qui,
en contact avec des lymphocytes T, provoque la mort par apoptose de ces derniers. En revanche, la
faible expression de la galectine-1 dans le microenvironnement permet sa liaison au matrigel et
provoque plus efficacement I’apoptose des lymphocytes T sans contact direct avec les cellules stromales
(J. He et al., 2004).

Les galectines sont également reconnues pour stimuler la migration cellulaire, telle que 1’interaction de
la galectine-3 aux intégrines a3p1 qui contribue a la formation de lamellipodes et augmente la motilité
des cellules épithéliales de la cornée (Fujii et al., 2015, Saravanan et al., 2009). De méme, il est
clairement démontré que le glycome des cellules endothéliales joue un role essentiel dans le processus
d’angiogenese (Nguyen et al., 1992). En effet, la ségrégation des récepteurs VEGFR2 (vascular

endothelial growth factor receptor 2) en micro-domaines via la galectine-1 mimique la fonction
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signalétique d’un ligand VEGF-A et induit la phosphorylation des voies de signalisations (ERK1/2 et
Akt) qui modulent la migration des cellules endothéliales (Elola et al., 2015, Hsieh et al., 2008). De
plus, Markoska et ses collegues ont démontré que la galectine-3 induit le « clustering » des intégrines
a5PB1 ainsi que ’activation de la kinase d’adhésion focale (FAK) nécessaire a 1’induction des facteurs de
croissance pro-angiogéniques VEGF et bFGF (Markowska et al., 2010).

Plusieurs galectines sont également impliquées dans la cicatrisation des plaies lors de I’étape de ré-
épithélialisation des tissus (Cao et al., 2015). Par exemple, Puthenedam et son équipe ont mis en
¢vidence que I’hydrolyse de la galectine-3 par la MMP-7 a pour conséquence une déficience de la
cicatrisation des cellules épithéliales intestinales (Puthenedam et al., 2011). Outre leur role dans la
migration cellulaire et dans le remodelage des jonctions intercellulaires (Panjwani, 2014), certaines
galectines engendrent aussi un remodelage de la MEC, mécanisme tout aussi nécessaire a la
cicatrisation. Entre autres, la galectine-3 semble promouvoir un état pro-inflammatoire bénéfique a la
cicatrisation (Henderson et al., 2009) et son interaction avec les récepteurs membranaires CD147, une
glycoprotéine exprimée durant la cicatrisation, stimule I’induction et I’activation de MMP-9 (Mauris et
al., 2014).

Les galectines sont fortement exprimées par les leucocytes et sont trés étudiées pour leur implication
dans la modulation du systéme immunitaire innée et adaptatif (Figure 11). Leur capacité a réorganiser
les glycoprotéines membranaires en treillis moléculaire permet la stabilisation des récepteurs
membranaires glycosylés perturbant ainsi leur motilité latérale, leur recyclage ainsi que 1’activation
sous-jacente de diverses voies de transduction du signal (Boscher ef al., 2011, Rabinovich et al., 2007).
Par exemple, la stabilisation de CD45 par la galectine-3 réduit le clustering des récepteurs antigéniques
des lymphocytes T (TCR) aux synapses immunologiques (I. J. Chen et al., 2007, Demetriou et al.,
2001). Les galectines peuvent aussi influencer I’immunité adaptative par de multiples processus clés tels
que la signalisation, la production de cytokines, I’activation et la survie des cellules immunitaires (Di
Lella ef al., 2011). Par exemple, la galectine-1 régule ’homéostasie, la différenciation, la prolifération
des cellules T (Rabinovich et al., 2009), la sécrétion de ’interleukine 10 (Stowell et al., 2008b) mais
aussi 1’apoptose des cellules Th1 (T-helper-1) et Th17 (T-helper-17) (Toscano et al., 2007). Celle-ci est
¢galement reconnue pour son implication dans la bonne maturation des lymphocytes B ou elle a été
identifiée comme un ligand des pre-BCR (pré-récepteur B) qui favorise le clustering entre les cellules

pre-B et les cellules stromales (Gauthier et al., 2002). La galectine-8, quant a elle, participe a la survie et
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au développement des thymocytes ainsi qu’a la production des cellules T mémoires (Tribulatti et al.,

2007).
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Figure 11: Exemple d'actions des galectines dans le systéme immunitaire. Adaptation de (Than et al., 2015)

Les galectines jouent parfois le role d’alarmines, c’est-a-dire des molécules sécrétées en tant que
« signaux d’alarme » par des cellules endommagées ou infectées permettant 1’activation du systéme
immunitaire innée (de Haan et al, 2013). Bien que la galectine-3 et 9 se comportent comme des
alarmines pro-inflammatoires dans le développement d’une infection 1étale par F.novicida (Mishra et
al., 2013a, Steichen et al., 2015), la galectine-1 quant a elle, semble avoir une action anti-inflammatoire
bénéfique au remodelage post-infarctus chez la souris (Seropian et al., 2013).

Les galectines ont également divers roles cruciaux dans la reconnaissance de motifs antigéniques (Vasta,
2009), la chimiotaxie, la migration, la synthése et la libération de réactifs pro- et anti-inflammatoires, ou

encore dans I’¢limination des pathogenes et des cellules endommagées (Di Lella et al, 2011). Par
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exemple, la galectine-3 exogeéne abaisse le seuil d’activation des neutrophiles stimulés par le LPS
(lipopolysaccharide) en interagissant directement avec ce dernier améliorant ainsi la capacité de liaison
des neutrophiles au LPS (Fermino et al., 2011). D’autres études ont démontré que la galectine-1 contrdle
I’adhérence des neutrophiles en altérant leur chimiotaxie et en réduisant leur roulement et leur adhérence
aux cellules endothéliales (D. Cooper et al., 2008) et joue un role dans la libération des superoxydes

(Almkvist et al., 2002).

3.4.2. Fonctions intracellulaires

Les fonctions intracellulaires, tout comme les fonctions extracellulaires des galectines, peuvent étre trés
diversifiées et parfois méme antagonistes d’une galectine a une autre, ou d’un contexte cellulaire a un
autre. Plusieurs compartiments cellulaires peuvent accueillir les galectines, le cytoplasme, le noyau mais
aussi les mitochondries, les phagosomes et exosomes (Vladoiu et al., 2014). La distribution des
galectines intracellulaires dépendra du type cellulaire, de leur stade de développement et des conditions
de culture. Par exemple, 1’expression ectopique de galectine-3 dans des cellules « baby hamster kidney »
(BHK) présente une localisation uniquement cytoplasmique alors que les lignées Cos-7 ou Rb-1
favorisent la localisation nucléaire de la galectine-3 (Gaudin et al., 2000). Les fibroblastes prolifératifs,
quant a eux, vont exprimer une galectine-3 nucléaire alors que ces mémes cellules quiescentes vont
I’exprimer uniquement au cytoplasme (Moutsatsos ef al., 1987). Non seulement, la compartimentation
offre de nouvelles cibles d’interactions aux galectines, généralement CRD-indépendantes, mais cela
affecte également leurs fonctions (Figure 12). Elles sont, entre autres, impliquées dans la croissance et
la progression du cycle cellulaire, 1’apoptose, 1’épissage alternatif, I’inflammation ou encore dans le tri
des protéines membranaires (F. T. Liu et al., 2002) et modulent diverses voies signalétiques (F. T. Liu et
al., 2005, Oka et al., 2005).

De maniére générale, la galectine-3 est reconnue pour avoir un large répertoire de partenaires tant dans
le cytoplasme, le noyau que la mitochondrie. Lorsqu’elle est cytoplasmique, elle peut interagir avec
I’ATP synthase a la membrane interne des mitochondries et inhiber la production d’ATP (D. W. Kim et
al., 2008). Le role de la galectine-3 dans la prolifération cellulaire fut également mis en évidence dans
des cellules de cancer du sein ou une nette diminution de I’incorporation de thymidine dans I’ADN est
observable suite a son inhibition par siRNA (Vandenbrule ef al., 1997). De méme, des études sur la
galectine-7 intracellulaire ont pu démontrer son role dans la prolifération et la différenciation des

kératinocytes (H. L. Chen et al., 2016).
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L’apoptose est I’une des fonctions la plus étudiée chez les galectines pour laquelle la localisation intra
ou extracellulaire joue un role prépondérant. Par exemple, seule 1’expression intracellulaire de la
galectine-1 induit I’apoptose des cellules Colo201 contrairement a sa forme extracellulaire (Horiguchi et
al., 2003). De méme, Fukumori et son équipe ont démontré que la galectine-3 exogene est pro-
apoptotique pour les cellules lymphocytaires T. Toutefois, ils ont aussi mis en évidence une diaphonie
entre 1’activité pro-apoptotique de la galectine-3 sécrétée et la présence de la galectine-3 intracellulaire
qui joue un rdle anti-apoptotique (Fukumori et al., 2003). Par ailleurs, la localisation sous-membranaire
de celle-ci avec « le récepteur de mort » Fas lui confere également un rdle anti-apoptotique via la voie
extrinséque (Fukumori ef al., 2004) et favorise la survie et la prolifération des lymphocytes T (R. Y.
Yang et al., 1996). D’autres protéines semblent s’associer a la galectine-3 dans son effet sur 1’apoptose
telles que Bcl-2 une protéine mitochondriale non-glycosylée, Synexin, Nucling ou Alix/AIP1 (Akahani
et al., 1997, L. Liu et al., 2004, Yu et al., 2002). A Pinverse, la galectine-7 endogeéne chez les
kératinocytes est généralement associée a une activité pro-apoptotique en amont de I’activation de JNK
et de la libération du cytochrome C (Kuwabara et al., 2002).

L’ancrage de protéines membranaires peut aussi dépendre de galectines intracellulaires. Par exemple, la
galectine-1 est essentielle a la localisation de H et K-Ras membranaire (Paz ef al., 2001) alors que la
galectine-3 a une préférence pour I’oncoprotéine K-Ras. Plus précisément, la relocalisation de
I’oncoprotéine Ras-GDP par la galectine-1 est nécessaire pour son activation en Ras-GTP. La grande
affinité¢ de cette galectine pour la forme active Ras-GTP permet de stabiliser celle-ci a la membrane
interne et augmente et prolonge 1’activation de la voie signalétique ERK (Elad-Sfadia et al., 2002). Par
comparaison, la galectine-3 stabilise la protéine oncogénique K-Ras en augmentant et prolongeant son
activité Ras-GTP via I’activation de PI3K et I’inhibition de ERK (Elad-Sfadia et al., 2004). De multiples
autres voies signalétiques peuvent étre altérées suite a la présence de galectines intracellulaires. Par
exemple, la voie Wnt/B-caténine est affectée négativement par la présence de la galectine-1 ou 3
endogénes qui séquestrent la P-caténine a la membrane plasmique et inhibe ainsi son action
transcriptionnelle (Ose et al., 2012). Par ailleurs, la galectine-3 nucléaire peut interagir avec le complexe
B-caténine/TCF qui va alors favoriser la transcription de Tcf-4 et stimuler I’expression de c-Myc et de la
cycline D1 engendrant une modulation positivement de la progression cellulaire (Shimura et al., 2004).
Les facteurs de transcription tels que TTF-1 (Paron et al., 2003) et Smad (Lim et al., 2014) sont
¢galement connus comme des partenaires d’interactions des galectines 3 et 1 respectivement, modulant

ainsi leur translocation au noyau et leur fonction transcriptionnelle.
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Certaines galectines intracellulaires prennent également part a 1’épissage alternatif, telles que les
galectines-1 et 3 qui sont reconnues pour former un complexe avec les membres de spliceosome
Gemin2 et 4 de maniére CRD indépendant. La répression de ces galectines altére le bon épissage des
pré-ARNm, cependant elles semblent redondantes dans cette fonction puisque la présence d’une des
deux est suffisante pour un retour a la normale (J. W. Park et al., 2001, Vyakarnam et al., 1997). Aussi,
des analyses de la structure tridimensionnelle de galectine-3 montrent un réseau linéaire de trois résidus
arginine chargés positivement dans le CRD qui, en absence de ligand, semble étre un site potentiel a la
liaison de ’ARN (Seetharaman et al., 1998). La galectine-3 nucléaire joue également un role dans la
réparation au dommage de I’ADN a travers son interaction avec BARDI et BRCA1 (Carvalho ef al.,
2014). Les galectines intracellulaires peuvent également influencer les processus d’inflammation. Entre
autres, les galectines-1 et 9 diminuent le recrutement et I’infiltration des leucocytes sur le site

d’inflammation (Igbal et al., 2011).
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Figure 12: Interactions intracellulaires des galectines. Adaptation de (Vladoiu et al., 2014)
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3.5. Galectines et cancers
La transformation radicale du profil de glycosylation des cellules tumorales est considérée comme une
caractéristique déterminante de la tumorigenése. Les principales modifications comprennent
d’importants changements de O et N-glycanes et de leurs ramifications tout au long de la tumorigenése.
C’est pourquoi, le glycome des cellules cancéreuses ainsi que celui du microenvironnement tumoral
servent souvent de biomarqueurs pour le stade ou le potentiel métastatique d’un cancer (Stowell et al.,
2015). Outre le fait que le glycome tumoral confeére une activité de liaison spécifique, le profil
d’expression des galectines peut différer distinctement de celui d’un tissu sain. Par exemple, une
expression forte de la galectine-3 nucléaire est observable dans des tissus seins de la muqueuse
colorectale, alors qu’elle est régulée a la baisse lors des premiers stades de la progression néoplasique
colorectale (Sanjuan et al., 1997). Par conséquent, les altérations du glycome affectent les interactions
des galectines sur la localisation ou la stabilisation des récepteurs membranaires. C’est donc sans grande
surprise que les galectines sont reconnues comme des joueurs clés du développement néoplasique en
étant pro ou anti-tumorale (Figure 13) et ceci dépendamment du type de cancer, du type de galectine et
de sa localisation. Par exemple, dans les carcinomes de la prostate, la galectine-3 nucléaire a un effet
anti-tumoral, alors que la cytoplasmique favorise le développement néoplasique (F. A. van den Brule et
al., 2000). L’expression a la hausse d’oncogénes associés a I’inhibition de geénes suppresseurs de
tumeurs est a I’origine de la transformation cellulaire et de la tumorigenese. Or, certaines galectines
contribuent, voire méme sont nécessaires, a la transformation des cellules normales. Entre autres,
I’inhibition de la galectine-1 conduit a la perte du phénotype cancéreux de gliomes du systeme nerveux
central (Yamaoka et al., 2000). De méme, I’inhibition de la galectine-3 dans les cellules de cancers du
sein ou de la thyroide favorise la perte du phénotype acquis cancéreux (Honjo ef al., 2001, Yoshii ef al.,
2001). A D’inverse, des transfectants stables de la galectine-3 dans des cellules folliculaires de la
thyroide normale ont acquis certaines marques d’un phénotype cancéreux comprenant 1’indépendance
aux facteurs de croissances, une clonogénicité importante ainsi que la perte d’inhibition de contact
(Takenaka et al., 2003). Plus récemment, une étude a mis en lumiére la capacité de la galectine-1 a
promouvoir la transformation de fibroblastes normaux en CAF dans le cancer gastrique (Zheng et al.,
2016). Aux vues de la pléiotropie fonctionnelle des galectines, il n’est pas étonnant de constater que
celles-ci puissent jouer d’importants rdles pro- ou anti-tumoraux tout au long de la tumorigenese. Outre

le potentiel transformant de la galectine-3 sur les cellules de carcinome du sein et de la thyroide, Raz et
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son équipe ont également mis en évidence qu’elle agit comme un régulateur positif de la prolifération

(Honjo et al., 2001, Yoshii ef al., 2001).

ﬂ Gal-1,-2,-3, -4,
-8,-9

u Gald, <3, 7, TI o
-8,-9 g &

‘ﬂ Gal-1,3,-7,-9  Adhesion Cell ﬂ Gald,-3;-7
& migration transformation

ﬂ' Gal-1,-3,-7

Apoptosis

Invasion & metastasis Immune escape Angiogenesis

TI Gal-1,-3,-7 ﬂGa!-l,-S ﬂ Gal-1,-3
jl Gal-3, -4, -9 ﬂ Gal-7

Figure 13: Fonctions pro- et anti-tumorales des galectines cytoplasmiques, mitochondriales ou nucléaires.
Adaptation de (Vladoiu et al., 2014)
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Aussi, les transfectants stables de la galectine-3 dans des cellules normales de la thyroide ont révélé
I’expression d’une série de geénes impliqués dans la régulation du cycle cellulaire comprenant
les antigénes nucléaires de prolifération cellulaire (PCNA), le facteur de réplication C ainsi que les
genes qui participent a la transition G1-S (Takenaka et al., 2003). Plusieurs études suggerent que c’est
via son interaction avec des facteurs de transcriptions tels que TTF-1 (Paron et al., 2003) ou avec
certains modulateurs du cycle cellulaire que la galectine-3 peut controler la prolifération cellulaire. Par
exemple, la survie des cellules BT549 du cancer du sein suite a une perte d’adhésion dépend de
I’expression de la galectine-3 nucléaire. Celle-ci induit I'arrét du cycle cellulaire en phase G1 en
régulant a la baisse les cyclines A et E tout en augmentant leurs inhibiteurs naturels p21 et p27 (H. R.
Kim et al., 1999). De maniére similaire, la liaison de la galectine-1 extracellulaire et non pas nucléaire, a
I’intégrine a5P1 a un effet anti-prolifératif qui stimule I’expression de p21 et p27 et stoppe la croissance
cellulaire en phase G1 de diverses lignées de carcinomes épithéliaux (Fischer et al., 2005). A I’inverse,
la galectine-3 nucléaire stabilise le complexe transcriptionnel au site du facteur de transcription CREB et
augmente l’activation du promoteur de la cycline D1, ce qui a un effet positif sur la prolifération
tumorale (Lin et al., 2002).

Les interactions des galectines sur des récepteurs membranaires activés tels qu’EGFR, FGFR, PDGFR,
ou IGFR peuvent non seulement réguler leur distribution membranaire en lattices, mais stabilise et
prolonge la signalisation intracellulaire induite en séquestrant les récepteurs a la membrane et en
bloquant leur recyclage via ’endocytose. Ainsi, les galectines contribuent a la prolifération des cellules
tumorales (Lau et al., 2007, H. J. Park et al., 2006). Cependant, une étude a démontré la possibilité du
phénomene inverse avec la galectine-3 qui favorise la prolifération via I’endocytose de la glycoprotéine
membranaire MUC1 et EGFR dans les adénocarcinomes pancréatique (Merlin et al., 2011).

Suite a ’acquisition du phénotype cancéreux, la survie de la tumeur est étroitement liée a sa capacité de
résistance aux signaux pro-apoptotiques induits par les cellules du systéeme immunitaire ou lors des
traitements de chimio ou de radiothérapie. Or, I’implication des galectines dans les processus d’apoptose
est largement documentée et bien que 1’ajout de galectines recombinantes extracellulaires puisse induire
I’apoptose de diverses cellules cancéreuses (F. T. Liu et al., 2005), de nombreuses études soulignent
aussi leur action pro-tumorale qui favorise la survie des cellules néoplasiques par inhibition de la mort
cellulaire programmeée. L’exemple le plus souvent cité est celui de la galectine-3 qui présente un motif

NWGR C-terminal responsable entre autres, des interactions avec les protéines Bcl-2 (R. Y. Yang et al.,
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1996) et Bax (Harazono et al., 2014). Lors de stimuli apoptotiques chimiothérapeutiques (cisplatine),
une simple altération du motif par substitution d’une glycine par une alanine parvient a contrer la
résistance apoptotique induite par la galectine-3 dans les cellules du cancer du sein BT-549 de maniére
Bcl-2 indépendante (Akahani et al., 1997). Par contre, sa localisation a la mitochondrie avec Bcl-2
prévient la libération du cytochrome C et participe a la survie des cellules tumorales. De méme,
I’interaction de la galectine-3 avec Bax, une protéine pro-apoptotique, perturbe 1’homodimérisation de
cette derni¢re contrecarrant ainsi la mort cellulaire. L’équipe de Raz a également démontré que la
fonction anti-apoptotique de la galectine-3 dépend de sa phosphorylation sur le résidu sérine 6 (Yoshii et
al., 2002) ainsi que de la translocation du noyau vers le cytoplasme (Takenaka et al., 2004).

Les galectines sont impliquées dans 1’angiogenése tumorale (Griffioen ef al., 2014). Leur expression est
souvent augmentée par les cellules endothéliales du MET, telle que pour la galectine-1 dans les cellules
endothéliales de cancers du poumon ou de la prostate (Clausse et al., 1999, Lotan et al., 1994). D’aprées
Markowska et ses collaborateurs, les galectines agissent aussi en prolongeant la signalisation des
médiateurs de 1’angiogenese avec leurs corécepteurs (Markowska et al., 2011). Il a également été
démontré que la galectine-1 peut agir elle-méme comme un facteur de croissance pro-angiogénique
méme en absence de ligand VEGF (Croci et al., 2014). Une autre étude démontre aussi que le clivage de
la galectine-3 par les MMP-2 et -9 induit 1’angiogenése des cancers du sein et de la prostate (Nangia-
Makker et al., 2010).

Les galectines peuvent également favoriser I’immuno-évasion des cellules cancéreuses. Une
combinaison d’expériences in vitro et in vivo ont permis d’établir une corrélation entre 1’expression de
la galectine-1 et I’échappement tumoral a la surveillance des lymphocytes T (Rubinstein et al., 2004).
La galectine-1 apparait comme un régulateur négatif de I’activation et de la survie des lymphocytes T
effecteurs. L’inhibition de son effet immuno-évasif dans les tissus tumoraux mene a la réduction de la
masse tumorale et a la stimulation d’une réponse spécifique des lymphocytes T (Rabinovich, 2005).
Finalement, les galectines sont reconnues pour contribuer au potentiel métastatique, entre autres, en
régulant I’expression des intégrines des cellules tumorales (Matarrese et al., 2000). La perturbation des
interactions cellules-cellules ou cellules-matrices conduit alors a la perte d’adhésion qui favorise la
migration des cellules tumorales (Hughes, 2001, F. T. Liu et al., 2005). De plus, elles augmentent la
capacité des cellules malignes a I’intravasation et a la formation d’embolies vasculaires en liant les
sucres exprimés en surface des cellules tumorales (Raz ef al., 1987). Récemment, une étude a démontré

que les métastases osseuses des cancers du sein expriment et libérent de la galectine-3. Sous sa forme
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multimérique elle inhibe la différenciation des pré-ostéoblastes tout en favorisant la maturation des
ostéoclastes via sa liaison avec la myosin-2A et permet ainsi d’induire efficacement une signalisation
pro-métastatique qui meéne a un important remodelage ostéolytique (Nakajima et al., 2016). Cependant,
les auteurs ont également révélé que la galectine-3 agit a I’inverse dans le microenvironnement
métastatique du cancer de la prostate via sa forme clivée qui contribue a I’activation des pre-ostéoblastes
et bloque la maturation des pre-ostéoclastes permettant ainsi une augmentation de [’activité

ostésclérotique.

3.6. La galectine-7
3.6.1. Structure
La galectine-7 fut découverte en 1995 par I’équipe de Madsen qui recherchait un marqueur protéique de
différenciation entre les kératinocytes normaux de 1’épiderme et les cellules cancéreuses de la peau
(Madsen et al., 1995). Aujourd’hui, I’on sait que la galectine-7 est principalement exprimée dans les
épithéliums stratifiés de la peau mais aussi dans tous les différents épithéliums tissulaires tels que celui
de I’eesophage, des muqueuses buccales et de la langue, du pharynx et hypopharynx, des glandes
salivaires, sébacées ou mammaires, du thymus, de la cornée, du systeme urinaire et reproducteur
(ovaire, utérus) ou de I’estomac (Magnaldo et al., 1998, Saussez et al., 2006, Y. St-Pierre et al., 2012).
De type « proto », la galectine-7 posséde un seul CRD qui forme préférentiellement des homodimeres
(Kopitz et al., 2003). La cristallisation de la galectine-7 sous sa forme libre et liée a un carbohydrate a
permis d’identifier 7 acides aminés de son CRD responsables de sa liaison aux sucres (H49, N51, R53,
N62, W69, E72 et R74). Cette étude a permis aussi d’établir une similarité¢ de repliement avec les
galectines -1 et -2 qui présentent toutefois un arrangement différent lors de leur dimérisation ce qui

expliquerait en partie, la spécificité de substrat de chacune des galectines (Leonidas et al., 1998).

3.6.2. Régulation
Initialement, la galectine-7 fut reconnue pour étre ’'un des genes induit par le facteur de transcription
pro-apoptotique p53 dans le cancer du colon (Polyak et al., 1997). Plus récemment, notre laboratoire a
¢galement démontré dans le cancer du sein que des mutants p53 peuvent toujours induire son expression
en étant dépendant de 1’activité de Nf-kB. C’est pourquoi la forte expression de galectine-7 dans les
cancers agressifs du sein favoriserait la résistance apoptotique des cellules malignes (Campion et al.,

2013). Par la suite, la lumiere fut mise sur 1’induction transcriptionnelle du geéne /gals7 par le facteur de
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transcription C/EBPB (Campion et al., 2014). En effet, I’inhibition de la voie de signalisation de Nf-kB
ou une mutation dans le site consensus de C/EBPPB du promoteur /gals7 réduit son expression
transcriptionnelle et protéique. A I’inverse, la surexpression ectopique de C/EBPP permet une
augmentation transcriptionnelle et protéique de la galectine-7. La régulation transcriptionnelle du géne
lgals7 est également modulée par la méthylation de I’ADN (Demers et al., 2009, S. J. Kim et al.,
2013Db).

3.6.3. Galectine-7 et cancer

La premiere fonction identifiée pour la galectine-7 fut son rdle dans la cicatrisation et la ré-
¢épithélialisation (Cao et al., 2002, Cao et al., 2003). Par la suite, de nombreuses études in vitro et in vivo
avec des souris KO ont permis d’associer la galectine-7 au processus d’apoptose, de migration et de
prolifération des kératinocytes (Bernerd ef al., 1999, Gendronneau et al., 2015). Durant la dernicre
décennie, de plus en plus d’études ont cherché & comprendre plus précisément le role de la galectine-7
dans différents types de cancers. Il apparait clairement que son profil d’expression peut varier entre un
tissus sein et tumoral. Par exemple, méme si les cellules basales de la prostate expriment fortement la
galectine-7 en temps normal, celle-ci est totalement absente lors de carcinomes prostatiques. A I’inverse,
les tissus ovariens normaux n’expriment aucunement la galectine-7, mais son expression est détectable
dans les cellules épithéliales du cancer des ovaires et plus fréquemment dans des cancers de hauts grades
et dans les métastases (Labrie et al., 2014).

Aujourd’hui, il est clair que la galectine-7 contribue sur de multiples fronts a la progression tumorale,
entre autres via la prolifération, I’angiogenése, 1’apoptose, la migration cellulaire et le potentiel
métastatique. Toutefois, comme beaucoup de galectines, son rdle reste ambigu puisqu’elle peut
¢galement avoir une fonction protectrice face au cancer dépendamment du type de tumeur mais aussi de
sa localisation intra ou extracellulaire.

Initialement, Volgenstein et ses collaborateurs ont identifié¢ la galectine-7 comme une protéine pro-
apoptotique qui contribue a 1’élimination des cellules tumorales (Polyak et al., 1997). Plus précisément,
ils démontrerent que la surexpression de p53 permet d’induire précocement la galectine-7 dans les
cellules du cancer du c6lon DLD-1. Par la suite, une étude faite sur les kératinocytes de la peau confirma
ces résultats en démontrant que 1’induction de 1’apoptose par des UV conduit & une surexpression de la
galectine-7 qui correle avec la stabilisation d’expression de p53. De plus, I’inhibition de p53 ou la

présence de mutants permet de contrer cet effet pro-apoptotique (Bernerd et al., 1999). Quelques années
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plus tard, I’équipe de Kuwabara suggere que la galectine-7 agit sur I’apoptose par des interactions
intracellulaires avec des médiateurs pro-apoptotiques tel que Bcl-2 (Kuwabara et al., 2002, Villeneuve
etal.,2011).

La galectine-7 est aussi reconnue pour contrer la croissance tumorale. En effet, des xénogreffes de
cellules DLD-1 surexprimant la galectine-7 chez des souris immunodéficientes se caractérisent par une
croissance tumorale ralentie (Ueda et al., 2004) ainsi qu'une plus faible densité vasculaire qui suggere
¢galement une fonction anti-angiogénique de la galectine-7 ectopique (Ueda et al., 2004). De méme, des
¢tudes sur les cancers gastriques conclurent a un effet anti-tumoral de la galectine-7 dont la forte
expression est associée a une baisse de la prolifération, migration et invasion des cellules tumorales ainsi
qu’a un meilleur taux de survie des patients (S. J. Kim ef al., 2013b). Une récente étude dans notre
laboratoire souligne 1’effet anti-tumoral de la galectine-7 dans les carcinomes prostatiques en favorisant
I’apoptose et en inhibant la migration et I’invasion des cellules tumorales (Labrie et al., 2015).

Malgré ses fonctions anti-tumorales, la majorité des études caractérisent plutdt la galectine-7 comme un
acteur pro-tumoral dépendamment du type et du stade de la tumeur (Kaur et al., 2016). Par exemple, des
analyses immunohistochimiques de la galectine-7 dans des tumeurs de la thyroide suggérent une double
fonction. Tout d’abord, sa faible expression dans les adénomes bénins favorise la survie des cellules
tumorales face a sa fonction pro-apoptotique. Dans un second temps, c’est sa surexpression progressive
dans les carcinomes malins qui contribuent a la progression tumorale (Rorive ef al., 2002). De maniére
similaire, 1’expression de la galectine-7 varie selon le niveau de différenciation des cancers de la vessie.
Sa forte expression est associée aux carcinomes a cellules squameuses hautement différenciées, alors
qu’une expression plus modérée est significative de carcinomes urothéliaux (Ostergaard et al., 1997).
Egalement, I’initiation de la tumorigenése chez les patients atteint de carcinomes squameux de la téte et
du cou dépend de la surexpression de la galectine-7 dans le noyau des cellules tumorales alors que son
expression est plutdt cytoplasmique lors de stades plus avancés (Saussez et al., 2008). Une étude récente
de notre laboratoire a pu identifier des effets anti-apoptotiques de la galectine-7 dans le cancer du sein.
En effet, I'utilisation d’un mutant du CRD (R74S) démontre que cette fonction est indépendante du
CRD et de la localisation nucléaire ou mitochondriale mais possiblement induite via la dégradation de
p53 par le protéasome (Grosset ef al., 2014).

La galectine-7 est également considérée comme une molécule pro-métastatique dans certains
lymphomes et carcinomes mammaires. Suite a 1’identification de sa modulation a la hausse dans des

lymphomes murins hautement agressifs (164T2S11 et S19) (Moisan et al., 2003), des expériences in
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vivo ont permis de constater que sa surexpression ectopique dans des lymphomes non-agressifs est
suffisante a I’acquisition d’un phénotype agressif ainsi qu’a la dissémination métastatique dans les
ganglions périphériques, les reins et le foie (Demers et al., 2005). Les auteurs démontrérent également
que I’expression ectopique de la galectine-7 correspond a une augmentation de la MMP-9 CRD
dépendante et que I’inhibition de la galectine-7 dans les lymphomes agressifs correspond a une
réduction de I’infiltration des cellules tumorales et de la MMP-9 (Demers et al., 2007). De plus, la
surexpression de la galectine-7 dans des cellules de carcinomes murins injectées dans les glandes
mammaires de souris BALB/c favorise la formation de métastases osseuses et pulmonaires (Demers et

al., 2010).
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HYPOTHESES ET OBJECTIFS DU PROJET DE THESE

Mise en contexte :

De nombreuses ¢tudes démontrent les roles cruciaux des geénes pro-métastatiques mmp-9 et lgals-7
(Farina et al., 2014, Kaur et al., 2016). Bien qu’un grand nombre d’études contribue a la compréhension
des mécanismes moléculaires responsables de la surexpression de MMP-9, de plus amples recherches
sont encore nécessaires a I’identification des acteurs inhibiteurs de son expression. Notre laboratoire a
précédemment pu démontrer que I’expression anormalement élevée du facteur de croissance EGF par
les cellules de lymphome T induit chez les cellules stromales une augmentation du facteur de
transcription a réponse précoce/immédiate EGR-1, lui-méme responsable de 1’inhibition de I’expression
de mmp-9. Toutefois, les intermédiaires moléculaires impliqués restent a déterminer. Parallé¢lement, une
¢tude récente a mis en €évidence la capacité de la cytokine BMP-4 (Bone morphogenetic protein 4) a
inhiber la MMP-9 dans un contexte de maladies rétiniennes (J. Xu ef al., 2012). Parallelement, des
¢tudes ont révelé un lien étroit entre 1I’expression de la galectine-7 et d’induction de la MMP-9 (Demers
et al., 2005, Labrie ef al., 2014, J. E. Park et al., 2009). Toutefois, les mécanismes responsables de la
surexpression cytosolique de la galectine-7 dans certains cancers restent encore a éclaircir afin

d’anticiper ses actions potentiellement pro- ou anti-tumorales.

But de I’étude :

Etudier les mécanismes moléculaires qui contrdlent 1’expression de MMP-9 et galectine-7 dans les

cellules cancéreuses.

Hypotheses :
= [’inhibition de I’expression MMP-9 via EGF\EGR-1 (Bouchard et al., 2010) pourrait impliquer
la protéine de morphogenése osseuse 4 (BMP-4)
= La possible endocytose de la galectine-7 contribue a son expression constitutive dans différents

cancers.
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Objectifs :

Déterminer I’implication de la BMP-4 dans I’inhibition de MMP-9 via EGF/EGR1

Identifier les mécanismes de régulation d’expression intracellulaire de la galectine-7

o Déterminer si la galectine-7 extracellulaire peut moduler sa propre expression

transcriptionnelle et protéique.

o Déterminer si le pool intracellulaire de la galectne-7 peut provenir de I’endocytose de la

galectine-7 extracellulaire.
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CHAPITRE 2:

Bone morphogenetic protein 4 (BMP-4) and epidermal growth factor
(EGF) inhibit metalloproteinase-9 (MMP-9) expression in cancer cells.

La protéine de morphogeneése osseuse 4 (BMP-4) et le facteur de
croissance épidermique (EGF) inhibent I’expression de la

meétalloprotéinase-9 (MMP-9) dans les cellules cancéreuses.
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Article publié: Oncoscience 2015, 309-16

Résumé

Introduction :

La MMP-9 est largement reconnue pour ses multiples roles dans la progression tumorale dont ses
actions pro-métastatiques. C’est pourquoi, de nombreuses d’études se sont concentrées sur la
compréhension des mécanismes moléculaires responsables de sa surexpression dans les cancers.
Cependant, de plus amples connaissances sont encore nécessaires afin d’identifier les voies de
signalisations qui favorisent son inhibition.

Dernie¢rement, une étude de notre laboratoire a démontré que 1’induction par I’EGF des cellules de
lymphome favorise 1’expression du facteur de transcription EGR1 qui module négativement
I’expression transcriptionnelle et protéique de la MMP-9 dans les cellules stromales (Bouchard et al.,
2010). Parallélement, une autre étude menée par Xu et ses collaborateurs a permis de démontrer que la
BMP-4 inhibe ’expression de la MMP-9 dans les cellules de la rétine (J. Xu et al., 2012). Dans cet
article, nous avons cherché a déterminer si I’inhibition de la MMP-9 induite par EGF/EGR1 met a

contribution la prot¢ine BMP-4.

Méthodologies et résultats :

L’utilisation de la protéine recombinante EGF humaine, ainsi que la surexpression par transfections
transitoires d’EGR1 nous ont permis d’identifier une corrélation entre 1’inhibition de la MMP-9 et
I’induction de la BMP-4 tant au niveau transcriptionnel (RT-PCR) que protéique (Immunobuvardage et
zymographie). L’utilisation subséquente de recombinante humaine BMP-4 et de son expression
ectopique par transfection transitoire, ont permis d’observer une importante diminution
transcriptionnelle et protéique de la MMP-9 spécifiquement, dans les cellules de fibrosarcomes et de
cancer du sein. Nous avons appuy€ nos résultats par 1’utilisation de gremlin, un inhibiteur naturel de
BMP-4, qui contre efficacement I’inhibition de la MMP-9 par EGF. Par la suite, nous avons confirmé la
modulation transcriptionnelle de MMP-9 par BMP-4 via ’utilisation du vecteur rapporteur luciférase

codant pour le promoteur de la mmp-9 humaine. De plus, nous avons démontré que la BMP-4 inhibe le
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pouvoir invasif des cellules HT1080 sur matrigel. Finalement, nous avons prouvé que la signalisation

Smad1/5/8 est nécessaire a I’inhibition de la MMP-9 par BMP-4.

Conclusion :
Dans cet article, nous rapportons qu’EGF collabore avec la BMP-4 afin d’inhiber 1’expression de la

MMP-9 ainsi que le potentiel invasif des cellules cancéreuses HT1080.
Contribution des auteurs :

La conception des expériences a été effectuée par le Docteur Yves St-Pierre et moi-méme. J’ai réalisé

I’ensemble des expériences de cet article. Docteur Yves St-Pierre et moi avons écrit ’article.
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ABSTRACT

Matrix metalloproteinase-9 (MMP-2) plays a central role in the progression of the
cancer. While a large number of studies have contributed to our understanding of the
molecular machanisms responsible for upregulating MMP-9 gena axprassion in normal
and cancer cells, our knowledge on the signals that suppress MMP-9 expression is
much more limited. Here, we report that EGF and BMP-4 cooperate to inhibit MMP-2
expression in cancer cells. Treatment with EGF reduces the expression of MMP-9 at
both mRMNA while augmenting BMP-4 expression. Interestingly, recombinant BEMP-4
suppressed constitutive and PMA-induced MMP-9 expression in both fibrosarcoma
and breast cancer cells. Addition of gremlin a natural inhibitor of BMP-4, inhibited
the suppression of MMP-9 by EGF. The suppression of MMP-2 by BMP-4 likely occurs
at the transcriptional level since BMP-4 suppressed MMP-9 mRNA expression and
activation of a reporter vector encoding the human MMP-9 promoter. The suppressive
effect of BMP-4 occurs via Smad1/5/8 and Is specific since BMP-4 did not inhibit MMP-
2 while EMP-2 was ineffective in suppressing MMP-9. Taken together, these results
are consistent with a new paradigm for the role of EGF and BMPs in controlling MMP
gene expression in cancer cells.

INTRODUCTION

Tumeor cell proliferation, invasion and metastasis are
mediated, at least i part, through the degradation of the
extracellular matnx by metalloproteinases (MMPs) locally
produoced by tumor and stromal cells. A peint in case is
MMP-2, which plays a significant role in cell invasion
and metastasis in several cancers [1-4]. Consequently, a
large number of studies have focused ther attention on
that are responsible for mereased expression of MMP-9
in cancer. In contrast, our knowledge on the molecular
mechanisms that suppress MMP-9 remains largely
unexplored and largely focused on epigenetic mechanisms,
including DINA methylation [5-7]. Usimg an expenmental
mouse lymphoma model, where MMP-9 plays a central
role, our group has recently shown that the EGF/EGE1

(epidermal growth factor' early growth response 1)
pathway was mvolved m the repression of MMP-9

expression by stromal cells [3] More specifically, we
found that expression of MMP-9 in stromal was repressed
by the activation of the EGR] gene imdnced by EGF
secreted by tumor cells and it correlates with decreased
MMP-9. How EGF/EGR-1 suppresses MMP-9, however,
remains unknown
Bone morphogenetic proteins (BMPs) were mutially
identified by Marshall Unst m 1960 [9]. Today, more
than 30 members the BMP family have been reported.
BMPs are extracellular proteins that bind membrane
anchored serine/threcmnine and induce a signal
mfracellular B-Smads (1/%8) sigmalization
Activated E-Smads form a heteromenic complex with
the classic Smad4 which translocates fo the muclens and
activates the transcrption of BMP target genes [10]. Untl
recently, BMPs have been well known for their role m
bone formation and as being powerful developmental
regnlators. The functions of BMPs, however, seems to
go well beyond their role in bone formation. They also
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conirol a broad range of biological activities. Dunng
embryonic development, for example, BMP-4 15 involved
m gastrulation, mesoderm formatiom, hematopolesis
and development of several organs and tissues [11-
13]. In fact, their role as critical signaling molecules
that regulate cell fate decision, cell differentiation, cell
survival and vasculogenesiz, motility and cell adhesion
are now well recognized. Mot surprisingly, these properties
have atfracted the attention of an increasmg number
of mvestigators m the field of cancer Abnormally high
leve]sufBI\-[E‘shavebaenreputtedmmyma'md
have been associated with a poor prognosis, consistent
with their ability promote dissennnation, invasiveness
and migration [14, 15]. Their role in cancer progression,
however, remains ambiguous since several studies have
shown that BMPz have anti-tomor fimctions [16, 17].
For example while we know that BMPs can increase
MMP expression in some cancer cells, such as gasiric
or prostate cancer cells [18, 19], others have shown that
BEMP-4 treatment of C3HT101.2 stem cells blocks MMP-3
and MMP-13 expression [20]. Such an ability to suppress
MMPs has also been reported for BMP-4 and -6 [16,
21]. These results snggest the existence of a fimctional
relafionship between BMPs and MMPs. Here, we have
mvestigated whether BMPz could be involved i the
suppression of MMP-9 by EGFEGE-1.

RESULTS

MMP-9 and BMP-4 expression in HT1080 cells
following EGF/EGR-1 activation

Using an in vive mouse model, we have previously
shown that EGE suppresses MMP-9 gene expression [£].
Using the human HT1080 cells, an in vifre cell model
commonly used to study the molecular mechanisms
regulating human MWP-9, we have confirmed that EGF
can MMP-9 m a dose-dependent manner at the
mBNA level (Fig. 1A). Similar results were obtained at the
protein level as shown by Western blot and zymography
(Fig. 1B-C). Such inhibition of MMP-9 by EGF was also
observed in loman breast cancer cell lines (Supplementary
Fig 51). Because BMP-4 has recently been shown to
mhibit chereidal neovascolanzation by inhibiting VEGF
and MWMP-9 expression [21], we next mvestigated
whether BMP-4 could be mvolved m the suppression of
MMP-2 expression by EGE/EGR-1. We indeed found that
suppression of MMP-2 by EGF in HT1080 cells comrelated
with increased BMP-4 gene expression (Fig. 2A). Such
mereased in BMP-4 expression was also observed m stable
transfectants of HT1080 cells expressing comstiutive
levels of EGR-1, a tramscription factor known to be
activated EGF (Fig. 2B). We thus tested whether treatment
of HT1080 cells with recombinant BMP-4 (tTBEMP-4) could
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Figure 1: Soppression of MMP-9 in HT1080 cells
following treatment with EGE. (4) MMPo mBNA
EexXpression in absence or presence of recombinant EGF. Levels
of tramscripts were measured 16 b after adding EGF. GAFDH
was used as loading and specificity control Suppression of
MMP-9 expression by increasing doses of BGF was confirmed at
the protein level using (B) Western-blot analysis and (C) pelatin
rymography. Diata are representative of at least two independent
EXpeTiments.
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Figure 2: BMP-4 expression in HT1080 cells by EGF/
EGRL. (4) BMP-4 mENA expression in absence or presence
of recombinant EGF. Levels of iranscripts were measured 16 b
after adding BGF. GAPDH was used a5 loading and specificity
control. (B), BMP-4 and MMP-9 expression in HT1080 cells
following stable expression of an expression vector encoding
human EGR1. GAPDH was used as loading and specificity
control. Data are representative of at least two independemt
EXperiments.
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downregulate MMP-9 expression m HT1080 cells. Our
results showed that tIBMP-4 suppressed the expression
of MMP-9 by HT1080 cells at both mRNA and protemn
levels (Fig. 3 A-B). The ability of BMP-4 to inhibit
MMP-9 was specific since tBMP-4 did not modulate
MMP-2. Moreover, no detectable decrease of MMP-9 was
obzerved following treatment with recombmant BMP-2
(Supplementary Fig. 52). We also confirmed that rBMP-4
was biologically active, as shown by its ability to mduce
phosphorylation of Smadl/5/8 (Fig. 3C). The use of a
Inciferase reporter contaming the human MMP-9 promoter
firther indicated that BMP-4 is likely to suppress MMP-9
expression at the transcriptional level (Fig. 3D). Ectopic
expression of flagged BMP-4 in HT1080 cells was also
effective in suppressing MMP-9, further supportimg the
specificity of the inhibition (Fig. 4A-C). The ability of
BMP-4 to mhibit MWMP-9 expression was not restricted to
HT1080 cells. We cbserved a smmlar decrease of MMP-9
by BMP-4 at both mRENA and protems levels using the
homan breast epithelial MDA-MB-231, MDA-MB-468
and SK-BE3 cells, which express MMP-2 following
stinmlation with PMA (Fig. 5).

Restoration of MMP-9 gene expression with
gremlin

To further comfirm that BMP-4 inhibits the
expression of MMP-9, we used gremlm a natural

antagomist of BMP-4 which is highly expressed in cancer-
associated stromal cells [22]. Our resuliz showed that
treatment of HT1080 cells with increasing concentrations
of recombinant gremlin mduced a detectable increase m
MMP-9 expression in HT1080 cells at both mENA and
protein levels (Fig. 6A-B). Gremlin also blocked the
EGF-mediated MMP-0 suppression (Fig. 6C). It also
restored PMA-indnced MMP-9 expression n cells treated
with BMP-4. We also observed a significant increase m
MMP-9 transcnption and protein m MDA-MB-231 dunng
treatment with gremlm (Supplementary Fig. 52). The
effectiveness of gremiin to block BMP-4-mduced signals
was further confirmed by monitoring the phosphorylation
of Smad1/5/8 (Fig. 6D).

BMP-4 over-expression inhibited HT1080 cellular
invasion

Becanse elevated level of MMP-9 1z well known to
mcrease the migratory properties of tumor cells i vivo and
in vitro [1, 2, 4], we next tested whether BMP-4 was able
to suppress the imvasion of HT1080 cells. For this purpose,
we compared the in vifre transmigration of HT1080 cells
through Matrigel in absence and presence of recombimant
BMP-4. Our results showed that BMP-4 did indeed rednce
the invasiveness of HT1080 cells as compared to control

cells (Fig. 7).
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Figure 3: MMP-9 iz decreased following BMP-4 stimulation in HT1080 cells. (4) MMP-0 mBNA expression 24 and 43h
following stimmlation with recombinant BMP-4 (200 ng/ml). GAPDH was used as loading and specificity control. In (B), 8 zymogram (fop
gel) showing reduced MMP-9 secretion in supematanits of HT1080 cells treated for 16k with recombinant BMP-4 (200ng/ml). The lower
panel shows the MMP-0 mBEMNA level of the treated cells. (C) Western blot analysis showing expression of MMP-9 and phosphorylation of
Smadl/5 after trestment with buman recombinant BMP-4. (I¥) Luciferase activity of in HT1080 cells transfected with a lociferase reporter
wvector contining the MMP-9-promoter following trestment with bumsn recombinant BMP-4. Statistical analyses were carried out using
Student’s t test for unpaired samples. (* =p < 0,05, **=p < 0,003).
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Smad6é affect the down-regulation of MMP-9
induced by BMP-4

BMPs are well-known for their ability to mduce
signaling through the canomcal pathway of Smadl/%/8,
co-Smad (Smadd) and imhibitory Smad6 and 7. To
determine whether this molecular pathway was mvolved
in MMP-9 suppression by BMP-4, we camied a transient
transfection of HT1080 cells using an expression vector
encoding Smadf, which dimenzes with Smadl/5/8,
thereby blocking its translocation to the muclens [23]. We
first confirmed that de nove expression of Smad6 was
effective in blockng the phosphorylation of Smadl/5/8
while reducing the ability of BMP4 to suppress MMP-9
(Fig. 8).

DISCUSSION

A large mumber of studies have contmbuted to our
understanding of the molecular mechanisms responsible
for upregulating MMP-9 gene expression in normal and
cancer cells. Iumuﬂastmrhm]adgeunﬂmrqntm
signals that suppress MMP-Q expression remains
fragmented In a previous study, we had found that EGF
suppressed the expression of MMP-Q in vive and m
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Figure 4: D¢ novo expression of BMP-4 reduces MMP-
9 gene expression. (A) MMP-9 mBNA expression in mock-
ransfected HT1080 cells or HT1080 cells transfected with an
expression vector encoding a flagged homan BMP-4 (pCMMV-
BMP-4-Flaz). GAPDH was used as loading and specificity
control. The lower panel represents the conitol Wesem
blot gels showing de move expression of flagred EMP-4 in
ransfected cells. (B) Zymozraphy (left panel) showing MMMP-2
in the supernatant of ransfected cells as in (A). (C) Quantitative
analyses of MWMP-9 expression by imaping densitometry is
showm on the right histogram, which represents the means of
independent experiments shown in (A). Data are representative
of at least three independent experiments. (* =p < 0,05)

HT1080 cells [8]. Here we have extended this work by
showing that: 1) EGF-mediated suppression of MMP-9
was also observed m other cancer cells, most notably
Inmian breast cancer cells; 2) stimmlation with EGF also
mduced expression of BMP-4; this effect was observed
m both HT1080 fibrosarcoma cells and MDA-MB-231,
MDA-MB-468, SK-BR3 mammary epithelial cells; 3)
the suppression of MMP-9 by BMP4 likely occurs at
the transcriptional level smee BMP-4 suppresses MMP-
9 mBNA expression and suppresses the activation of a
reporter vector encoding the human MMP-9
BMP-4-mediated suppression of MMP-9 hikely mvolves
the Smad1/5/8 pathway. Moreover, transfection of a vector
encoding Smad§ suggests that the suppressive effect of
BMP-4 possibly mvolves the Smad/5/8 pathway. Fmally,
we found that the effect of EMP-4 on MMP-9 was specific
since BMP-4 did not mhabit MMP-2 while BMP-2 was
meffective in suppressing MP-9.

BMPs are often associated with a poor prognosis n
patients with different types of cancers. This seems to be
largely due to the fact that BMPs target genes encodmg
osteoblast proteins and osteoblast-specific franscription
factors [24] For example, in prostate cancer, BMP-6
promotes osteoblastic activity of prostate cancer cells and
confer them with a more mvasive phenotype [23, 26].
Similarty, BMP-7 promotes expression of VEGF which
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Figure 5: MMP-9 expression is suppressed by BMP-
4 in MDA-MB-231, MDA-MB-468 and SKBR3 cells.
MMP-§ mENA expression in PMA-stimulated cells (20nz/ml)
trezted with or without recombinant EMP-4 (50 or 100 ngfml) in
MDA-ME-231 cells (A), SE-BR3 (B} and MDA-MB-468 cells
(C). GAPDH was used as loading and specificity control. Data

are representative of at least three independent experiments.
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contributes to the osteoblastic metastasis lesions [27].
A number of studies have shown, however, that BMPs
may have a dual role in cancer and may m fact hamper
tumor progression. For example, the bone morphogenetic
protem pathway is active in human colon adenomas but
imactivated mn colorectal cancer [28]. A mutation of the
receptor BMPR1A (bone morphogenetic protein receptor
type LA) alzo promotes colon cancer [29]. Other studies
have further shown that BMPs may also exert an anfi-
tumorigenic effect in breast cancer [16, 17]. In patients
with farmlial adenomatons polyposis, BMP-2 can alzo
block cell growth while promoting speptosis of mature
epithelial cells [30]. Such suppressive effect for BMPs
seems to be particularly true for EMP-4. A recent clinical
study has shown that patients high levels of BMP-4 have
a better chance for survival when compared to patients
with high-grade ghioma who have a lower expression level
of BMP-4 [31]. Also, BMP-4 negatively regulates tumor-
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Figure 6: MMP-9 is increased following treatment
(A} MMP-9 mRWA
expression in cells treated with increasing comcentratioms of

of HT1080 cells with gremlin.

zremlin. GAPDH was nsed as loading and specificity control.

(B) Zymogram showing MMP-® in the supemnatant of HT 1080
cells treated with recombinant BMP-4 in absence or presence

of gremlin. (C) Kinefic analysis showing MMP-9 expression
and phosphorylation of Smadl/5 in cells treated treatment with

human recombinant BMP-4 with or without gremlin. Data
are representative of at least three mdependent experiments.

(D) MMP-9 mBMNA expression in absence or presence of

recombinant EGF and gremlin in HT1080 cells.

mitiating cells [32]. Whether such dual role in cancer
is due to the ability to regulate MMPs is an interesting
possibility smee MMPs have also been reported to have
a dual role m cancer. Our results herein and those from

other groups showing that BMPs can suppress MMP gene

A
A
ety
i-: : * _a '“' e ; "-:u

BMP-4 ir

i3]

Cell nmmbser
ca BB

Cirl BMIP4
Figure 7: BMP-4 inhibits in witre HI1080 cell
invasion. {A) HT1020 cell migration across Matrigel with or
without recombinant BMP-4. (B) Migrated HT1020 cells were
quantified Data are average = SEM; n = 10 unit areas. Data are

representative of at least three independent experiments. (***=
P =0.001).
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Figure 3: Smad6 reduoces the ability of BMP4 to
suppress MMP-9 expression. (A) MMPS mRNA
expression in mock-transfected HT1080 cells or HT1080 cells
transfected with an expression vector encoding a flagged Smadi
(pC52-Smadf-Flag). MMP-? expression was measured 16h
after ransfection. The lower panel represents the control Western
blot gels showing de nove expression of Smad§ in transfected
cells. GAPDH and actin were used as loading and specificity
conirols for RT-PCR. and Western blot analyses respectively. In
(B}, a zymogram showing MMP-9 in the supernatant of HT 1080
wansfected cells. Data are represenfative of at least three
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expression supports this possibility. For example, Otto et
al., have shown that BMP-4 blocks expression of MMMP-3
and MMP-13 m C3HT101/2 stem cells [20]. BMP-6 has
alzo been shown to mhibit MMP-9 expression in breast
cancer cells [16]. Such suppression of MMP-9 by BMPs
bas also been reported during choroidal neovascularization
[21]. Our results showing that EGF induced BMP-4 further
snggest the existence of a new fiunctional relationship
between both proteins that may be critical in the control of
the invasive behavior of cancer cells. Taken together, these
results are consistent with a new paradigm for the role
of BEMPz in controlling MMP gene expression in cancer
cells. Future investigations will nevertheless be needed
to sohdly establish such a model and how the canonical
Smad pathway 15 mvolved. While our preliminary stodies
with Smad6 are mterestig in this regard, it is important
to note that BMPs can activate the non-canomcal MAPK
(p38, MEE/ERE), Takl/Tabl and PI3KE pathways [33,
34]. Interestingly, these non-canonical signal pathways
are widely recogmzed to activate various transcription
factors, including Nuclear factor-kappaB (NF-cB) [35], a
factor well-known for its ability to modulate
MMP-9 expression [36]. Future mvestigations will thus be
nesded to identify which of these pathways are involved.
Overall, our study supports the idea that targeting
EGF/BMPs could be a valuable altemative to imbabit
MMP-dependent tumor progression, at least in some types
of cancer. Cantions need to be taken, however, since MMP
activity is not linnited to extracellular matrix degradation
and extends to proteolysis of varnous protems bound to
the cell membrane or even proteins secreted by cells. The
repertoire of MMP substrates, or degradome, does mdeed
vary depending on the type and the different prades of
tumors and in mamy cases, local increase of MMPs may
have different mipact on fumer progression [37]. Clearly,
prudency will be needed to fully exploit the functiomal
relationship between BMPs and MMPs for the treatment
of cancer. Lessons from the faihire of MMP inhibitors in
chmcal tnals will be valuable to this regard.

MATERIALS AND METHODS

Cell lines and reagents

The buman MDA-MB-231, MDA-MB-468,
SEBR3, MCF7 and HT1080 cell lines were obtained from
the Amernican Tizsue Culture Collection (ATCC, Manassas,
VA). The MDA-MB-231 MDA -MB-468, MCFT and
HT1080 cells were mamtained i culture in Dulbecco’s
modified Eagle complete medmm (DMEM) [supplemented
with 10% (vv) FCS, 2 mmelT L-glutamine and 10
mmolT. Hepes buffer]. The SKER3 cell was maintaimed
in culture in MeCOy's mediom [supplemented with 10%
(viv) FC5, 2 mmol/L L-ghrtamine and 10 mmolT. Hepes

buffer]. Recombinant human EGF was purchased from
Prospec Technogene (Mess Ziona, Israel). PhiA (Phorbol-
12-mymistate-13-acetate) was purchased from Sigma-
Aldnich (5t. Loms, MI). Recombinant Homan BMPs and
Gremlin were obtained from Peprotech (Rocky Hill, NJ,
USA). All other reagents were purchased from Sigma-

ENA extraction and semi guantitative RT-PCR

Total RNA was 1solated using Trizol reagent
according to the mamfacturer’s instroctions
lifetechnologies, Burlington, ON, Canada). After reverse
transcription, cDNAs were amplified nsing the following
condifions: 94°C for 1 mun, followed by 30-35 cycles
of the followmg: 94°C for 1 min, 58-64°C for 1 min
(depending on the primers), and 72°C for 1 min, followed
by a final extension step at 72°C for 10 min. PCR. was
performed in a thermal cyeler (M) Research, Watertown,
MA). PCR aszays nsing equal amoumts of BNAs that were
reverse-transcribed and amplified by PCE. for 25 to 40
cycles with gene-specific primers (Table 51) confirmed
that the amplification was in the linear range for each gene.
As an intenal control, amphification of glyceraldelryde-3-
phosphate dehydrogenaze (GAPDH) mENA was camed
out by RT-PCE. using specific primers. Amplified products

yzed by electrophoresis on 1 % agarose gels
usmg SYBR Safe DNA gel (Invitrogen) stainmg and UV

Vectors, transfection and lnciferase assays

The vector encoding Smadé (pCS52-Flag-Smad6)
was obtaimed from Addgene (Cambnidge, MA). The
vector encoding BMP-4 (pCMV-Flag-BMP4) was
obtained from Smo Biological Inc. (Bemymg, China). The
plamdmﬂngﬂnlumfermerqnxterwdmcmmmmg
a fragment mmmpam.ug the essential consensus
sequences for the activity of the mmp-9
promoter (pGL3-MMP-9) has been described [36]. For
transfection, cells were plated at equal density 24h before
transfection. Cells were then washed twice and transfected
with 2 pug of DNA using DNAfectin 2100 according to
mamifacturer’s protocol (ABM, Richmend, BC, Canada)).
After transfection, cells were incubated iIn complete
medimm at 37°C m 5% CO, for 4 h. The colture medmm
was then changed to complete DNEM medium for 20 h.
For zymography only, the culture mednm was changed
for serum free mediom for 16 h. Lociferase activity was
measured using the Luociferase Assay System protocol
(Promega, Madison, WI, USA) and a luminometer
(Lumat LB 9507, Berthold). The transfection efficiency
was monitored by co-transfection with the pCMV/Gal
plasmid encoding p-galactosidase (Promega, Madison,
WL USA). The p-galactosidase activity was detected
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by a coloTimetric enzyme assay using o-nitrophenyl-f-
galactopyranocside as a substrate. The ratio of luciferase
to f-galactoside activity n each served as a measured of
nommalized lnciferase activity.

Gelatin Zymography

Zymography was performed in polyacrylanmde gels
theat had been cast in the presence of gelatin as previously
described [16]. Briefly, samples were suspended in loadmg
buffer and, without prior denaturation, were nm ona 7.5%
SDS-polyacrylanude gel contamimg 0.5 mg/ml of gelatin.

After , gels were washed to remove SDS
and incubated for 18 h at 37°C n a denaturmg buffer
Gels were su stamed with Coomassie brilliant

ble G-250 and destamed in 30% (w/'v) methanol’ 10%
acetic acid to detect gelatinase secretion. The proteclytic
activity of MMP-9 was identified a2 a clear band on a blue
backpromnd.

Matrigel invasion assay

Invasion assay was camed out using Matrigel-
coated imvasion chambers (BD Biosciences). Brefly,
cells were resuspended in cultore medium without FES
at the concentration of 6 x 10° cells/ml and 500 pl of
the cell smspension was seeded on the upper chamber
The lower chamber was filled with 700 pl of the
culture mediom without cells and 10% FBS was added
as a chemoatiractant Cells were incubated with or
without thEMP4 for 18 b m a hummdified tissue culture
meubator, at 37°C, 5% CO, atmosphere. After removing
non-invasive cells with a cotton swab. Invasive cells
adhenng to membrane of the upper chamber were fixed
with methanol 100% for | min and then stamed with a
Borax]1% toluidine 1% sohation for | min. Number of cells
on the membrane was counted under a light microscope at

40% magnification.
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CHAPITRE 3 :

Intracellular galectin-7 expression in cancer cells results from an autocrine

transcriptional mechanism and endocytosis of extracellular galectin-7

L’expression intracellulaire de la galectine-7 dans les cellules cancéreuses résulte
d’un mécanisme transcriptionnel autocrine et de I’endocytose de la galectine-7

extracellulaire
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Résumé

Introduction :

La galectine-7 est constitutivement surexprimée chez certaines cellules malignes et présente dans le
microenvironnement tumoral. Son expression aberrante est particulierement remarquée dans les types
agressifs de cancers du sein et des ovaires (Grosset ef al., 2014, Labrie et al., 2014). Les galectines sont
clairement reconnues pour leurs actions dichotomiques pro ou anti-tumorales selon leur nature et leur
localisation. La galectine-7 ne faisant pas exception, il est donc crucial de bien caractériser les divers
mécanismes régulateurs de son expression et de sa localisation afin de développer de nouvelles thérapies
qui visent a inhiber ses actions pro-tumorales. Bien que nos précédents travaux démontrent des
régulations transcriptionnelles de son expression via [’action de facteurs transcriptionnels et de
régulation épigénétique (Campion et al., 2014, Campion et al., 2013, Demers et al., 2009), d’autres
¢tudes soulévent I’hypothése que son expression cytosolique pourrait dériver de la capacité des cellules
a endocytoser la forme extracellulaire. Dans notre étude, nous avons cherché a déterminer si
I’expression de la galectine-7 dans le microenvironnement tumoral peut contribuer a son augmentation

cytosolique.

Méthodologies et résultats :

Le traitement de diverses lignées cellulaires du cancer du sein et des ovaires avec la forme soluble de la
galectine-7 humaine a démontré que la galectine-7 extracellulaire induit I’expression de novo de la
galectine-7 au niveau de ’ARNm. L’implication d’un mécanisme transcriptionnel du géne /gals7 a été
confirmée par I’utilisation d’un vecteur rapporteur luciférase sous le controle du promoteur de /gals7.
Cet effet autocrine s’accompagne d’une rapide expression intracellulaire et d’une compartimentalisation
mitochondriale. L’utilisation d’une forme mutante (R74S) de la galectine-7 a démontré que cette
internalisation est dépendante du CRD. Des expériences de cinétique ou I’expression de la galectine-7
intracellulaire a été étudiée selon une cinétique et une variation de température, de méme qu’avec des

inhibiteurs d’endocytose ont également mis en évidence une internalisation de la galectine-7
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extracellulaire clathrine dépendante. Des expériences faisant appel a des techniques de microscopie

confocale en temps réel nous ont permis de confirmer I’endocytose de la galectine-7 extracellulaire.

Conclusion :
Nos résultats suggerent que la présence de la galectine-7 dans le microenvironnement contribue a son
expression intracellulaire via deux mécanismes distincts et complémentaires: (1) au niveau

transcriptionnel via une boucle autocrine et (2) par endocytose de la galectine-7 extracellulaire.
Contribution des auteurs :

La conception des expériences a été effectuée par le Docteur Yves St-Pierre et moi-méme. J’ai réalisé

I’ensemble des expériences de cet article. Docteur Yves St-Pierre et moi avons écrit I’article.
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Abstract
The B-galactoside binding protein galectin-7 (gal-7) is constitutively expressed at abnormally high

levels in the outside milieu and intracellular compartments of many types of epithelial cancer cells,
most notably in aggressive forms of ovarian and breast cancer. It is thus of utmost importance to
understand how gal-7 traffics between both intracellular and extracellular to develop novel drugs
that target the protumorigenic functions of galectin-7. In the present work, we report that
extracellular gal-7 plays a central role in controlling intracellular gal-7 in cells. It does so via two
distinct yet complementary mechanisms: firstly by increasing the transcriptional activation of /gals7
gene transcription, and secondly via carbohydrate-dependent re-entry into the cells. Such re-entry of
gal-7 is inhibited by Dynasore and Pitstop-2, suggesting that gal-7 enter cells via clathrin-mediated
endocytosis. Such entry of extracellular gal-7 inside cells is rapid and reaches cytosolic and
mitochondrial compartments. Taken together, these findings reveal the existence of a positive self-
amplification pathway that regulates intracellular gal-7 expression in breast and ovarian cancer

cells.
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Introduction

Galectins are intracellular small molecular
weight soluble proteins that are released in
the extracellular space via a non-classical
export mechanism. Once in the extracellular
space, they bind to repeating units of high
density O-glycans on the peptide backbone
of membrane receptors, facilitating the
packing of glycosylated receptors into an
ordered cross-linked lattice at the cell surface
(Fred Brewer, 2002, Grigorian et al., 2009,
Nabi et al.,, 2015). In the cytosol, they
accomplish various cellular functions by
interacting with multiple ligands using CRD-
and CRD-independent interactions (Vladoiu
et al., 2014). This is particularly true for
galectin-7 (gal-7). We and others have found
that gal-7 is constitutively expressed in the
cytosol of multiple types of cancer cells of
epithelial origin, most notably breast and
ovarian cancer cells (Grosset et al., 2014, H.
J. Kim et al., 2013a, Labrie ef al., 2014). The
mechanisms responsible for such constitutive
expression of gal-7 intracellularly, however,
remain largely unknown although it is logical
to assume that gal-7 in cancer cells is
regulated, at least in part, at the
transcriptional level via DNA methylation

and the implication of specific transcription

factors, such as mutant p53, Nf-kB, and the

84

CCAAT/enhancer-binding protein beta-2
isoform (CEBPB-2) (Campion et al., 2014,
Campion et al., 2013, Demers et al., 2009).
Because galectins are well known for their
cells via

ability penetrate endocytosis

following  binding to cell  surface
glycoreceptors (Lepur ef al., 2012, Schneider
et al., 2010), another possibility is that
cytosolic gal-7 originates from endocytic
uptake from the pool present in the
extracellular milieu. Solving this issue is
critical for the design of gal-7-specific drugs
aimed at inhibiting gal-7 protumorigenic
functions, most notably in high fatality
cancer for which no effective treatment
exists. In the present work, we provide
evidence that expression of gal-7 inside
cancer cells results from both an autocrine
transcriptional ~ mechanism  and  the

endocytosis of extracellular gal-7.

Material and Methods
Reagents and cell lines
The breast MDA-MB-231, MCF-7, MDA-
MB-468 cell
fibrosarcoma HT1080 cell

lines and the human

lines were
obtained from the American Tissue Culture
Collection (ATCC, Manassas, VA). The
lines

ovarian cancer cell were kindly

provided by Dr. E. Asselin (University of



Quebec
human A2780 and OVCAR-3 cell lines were
maintained in RPMI 1640 medium and
SKOV-3 cell

in Trois-Riviéres). The ovarian

line was maintained in
McCoy’s 5A medium supplemented with 2
mM  L-glutamine, 4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazine ethane sulfonic acid (HEPES)
buffer and 15% (vol/vol) FBS. The other cell
lines were maintained in culture in Dulbecco
modified Eagle Medium (DMEN)
supplemented with 2 mM L-glutamine, ImM
sodium pyruvate 10 mM, HEPES, and 10%
(vol/vol) FBS. All cell culture products were
purchased  from  Life  Technologies
(Burlington, ON, Canada). Pitstop-2 was
obtained from Abcam (Toronto, ON, Canada)
and Dynasore from Sigma-Aldrich (Oakville,
ON, Canada). Anti-human galectin-7 was
purchased from R&D Systems (Minneapolis,
MN, USA) while anti-lamin A/C, anti-Cox
IV and anti-B-tubulin were obtained from
Cell Signaling (Danvers, MA, USA). Anti-B-
actin and anti-FITC were from Sigma-

Aldrich.

RNA extraction and semi-quantitative RT-
PCR

Total RNA was isolated from cells using
Trizol

reagent  according to  the

manufacturer’s  instructions  (Invitrogen,
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Burlington, ON, Canada). After reverse
transcription with an Omniscript reverse
transcriptase kit from QIAGEN (Toronto,
ON, Canada), cDNA was amplified using the
following conditions: 94°C for 1 min,
followed by 30-40 cycles of the following:
94°C for 1 min, 58-64°C for 1min (depending
on the primers) for hybridization
temperature, and 72°C for 1 min, followed by
a final extension step at 72°C for 10 min.
PCR assays using equal amounts of RNAs
that were reverse-transcribed and amplified
by PCR with genes specific primers (Table
1) confirmed that the amplification was in the
linear range for each gene. As an internal
control, amplification of glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase (GAPDH) mRNA.
PCR reactions were performed in a thermal
cycler (MJ Research, Watertown, MA) and
amplicons analyzed by electrophoresis on
agarose gels using SYBR Safe DNA staining

(Invitrogen) and UV illumination.



Table 1

Gene Sense Antisense
MMP-9 5’-CAA CAT CAC CTA TTG GAT CC-3° 5’-CGG GTG CAC CTA TTG GAT CC-3’
GAPDH 5’-CGG AGT CAA CGG ATT TGG TCG TAT-3’ 5’-CAG AAG TGG TGG TAC CTC TTC CGA-3’
Lgals3 5’-ATG GCA GAC AAT TTT TCG CTC C-3° 5’-ATG TCA CCA GAA ATT CCC AGT T-3°
Lgals7 5’-ATG TCC AAC GTC CCC CAC AAG-3 5’-TGA CGC GAT GAT GAG CAC CTC-3’

Vectors, transfection and luciferase assays
The pGL3 Basic luciferase reporter vector
encoding for the human Igals7 promoter
region has been described (Campion et al.,
2013). For transfection, cells were plated at
equal density 16-24 h before transfection.
Cells were then transfected using DNAfectin
2100 (ABM, Richmond, BC, Canada)
according to the manufacturer’s protocol.
After transfection, cells were incubated in
complete medium at 37°C in 5% CO; for the
indicated periods of time and subjected to a
dual reporter assay. Luciferase activity was
measured using the Luciferase Assay System
protocol (Promega, Madison, WI, USA) and
a luminometer (Lumat LB 9507, Berthold).
B-galactosidase activity was measured using
a colorimetric enzyme assay using the
Luminescent B-Galactosidase Detection Kit
I according to the manufacturer’s

instructions (Clontech Laboratories,
Mountain View, CA). Luciferase expression
levels were normalized to the levels of [3-

galactosidase expression.
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Western Blot analysis

Whole cell extracts were homogenized in
RIPA lysis buffer (Thermo Fisher Scientific,
Rockford, IL) containing protease inhibitors
(Roche-Diagnostic,
Canada)

instructions.

Mississauga, ON,
following the manufacturer’s
Mitochondria, nuclear and
cytoplasm proteins were extracted using
commercial kits (Sigma-Aldrich).
Extracellular proteins were collected from
cell supernatant and concentrated under
vaccum. Equal amounts of proteins were
loaded and separated on a 15% SDS-PAGE
gel. After transfer, nitrocellulose membranes
were first blocked with in a 5% milk in
PBS/0.05% Tween 20 solution for 1h and
subsequently blotted overnight at 4°C with
the primary antibody. Secondary antibodies
consisted of horseradish peroxidase (HRP)-
conjugated anti-rabbit, anti-mouse, or anti-
goat antibodies (GE Healthcare, Mississauga,
ON, Canada). Detection was performed using
the enhanced chemiluminescence (ECL)

method.



Production of recombinant galectin

Production of human recombinant gal-7 was
carried out as described using a pET-22b(+)
plasmid codon-

optimized ¢cDNA (Vladoiu et al., 2015). In

encoding a synthetic,

some experiments, recombinant gal-7 was
labeled
isothiocyanate (FITC) as described (Vladoiu
et al., 2015). FITC-labeled gal-7 was purified

with fluorescein

using a PD-10 Sepharose column (GE
healthcare) and eluted with PBS.

Confocal analysis

Cells were fixed in paraformaldehyde 3%
[w/v] for 15 min,
PBS/Triton X-100 0.1% [v/v] for 5 min and
blocked 30 min at 4°C in 1% [v/v] BSA

diluted in PBS (PBA) before addition of the

permeabilized in

antibodies. All antibodies were diluted in
PBA and all washing steps were performed
with PBS. Nuclei were stained with ProLong
Gold Antifade Reagent with DAPI (Life
Technologies). For live cell imaging, cells
were seeded in 6-well plates and incubated
with FITC-labeled recombinant gal-7 for
time-courses ranging from 5 min to 1 hr.
DAPI and WGA were used as counterstain.
3D confocal time-lapse

37°C in a

imaging was
performed at humidified,
temperature- and COz-controlled live cell

chamber. Images were collected sequentially
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in three channels (633, 488 and 561nm laser)
every 15 sec. Confocal image z-stacks of live
cells were recorded with a frame size of
724x724 pixels, a pixel size of 70 nm
(0.07um x 0.07 um x 1.00 pm) and a z-step
size of 1.00 um every 1.75 seconds. Images
shown are maximum intensity projections of
few mid-z-sections. All immunofluorescence
analyses were carried out using a LSM 780
(Zeiss,

laser-scanning microscope Jena,

Germany).

Statistical analysis

Statistical significance was calculated using
the unpaired Student’s t-test. Results were
considered statistically significant at p <

0.05.

Results

Autocrine regulation of Igals7 in cancer
cells. Sustained expression of gal-7 is
commonly observed inside and outside
aggressive carcinoma cells. Because binding
of extracellular galectins to cell surface
receptors is well known to trigger gene
expression in a wide spectrum of cell types,
we first investigated whether extracellular
gal-7 can induce its own expression via an
autocrine regulatory loop. For this purpose,

cancer cells were incubated with increasing

concentrations of recombinant gal-7 for



different period of times. Cells were then

harvested and /gals7 gene expression
measured by standard RT-PCR. Our results
showed that exposure of cancer cells to gal-7
did induce /gals7 mRNA expression (Fig.
1A). Gal-7 did not induce or modulate
expression of Igals3, indicating that this
autocrine regulation was specific. This
induction of /gals7 by recombinant gal-7 was
rapid and could readily be detected 3 hr. after
addition of gal-7 (Fig. 1B). Upregulation of
lgals7 by recombinant gal7 was observed in
both ovarian and breast cancer cell lines,
including the human breast cancer cell line,
MDA-MB-231 (Fig. 1C, D). Experiments
where addition of recombinant gal-7 to
MDA-MB-231 transfected with a luciferase
reporter vector containing response elements
of the I[gals7 promoter indicated that
increased mRNA level of gal-7 in cancer
cells occurs via de novo gene transcription
(Fig. 1E). Similar results were obtained
using MCF-7 and  HTI1080  cells
(Supplementary figure 1). Taken together,
these findings reveal the existence of a gal-7
autocrine positive feedback in ovarian and

breast cancer cells.

Increased intracellular expression of gal-7.
Western blot analysis of cell lysates collected

from MDA-MB-231 cells following
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treatment with recombinant human gal-7
showed a rapid increase of gal-7 at the
protein level (Fig. 2A). No such increase was
observed when we incubated MDA-MB-231
cells with an equal concentration of a CRD-
defective mutant form of gal-7, suggesting
that de novo increase of gal-7 was dependent
was CRD-dependent (Fig. 2B). This
induction was also temperature dependent
(Fig. 3A). Increased expression of gal-7
inside the cells occurred in both cytosolic and
mitochondrial compartments where gal-7 is
normally found (Fig. 3A, B).

Endocytosis of extracellular  gal-7.
Although our findings that intracellular gal-7
levels were

protein increased following

exposure to recombinant gal-7 were
consistent with our results at the mRNA
level, it was important to determine whether
extracellular gal-7 was endocytosed and
contributed to the intracellular pool of gal-7.
To test this possibility, we repeated our
experiments in absence or presence two well-
known  pharmacological inhibitors of
endocytosis, Dynasore and Pitstop-2. Our
results showed that preincubation of MDA-
MB-231 cells with Pitstop-2 before addition
of recombinant gal-7 reduced the expression

of gal-7 protein inside the cells (Fig. 4A, B).



Similar results were obtained using the
OVCAR-3 ovarian cancer cells (Fig. 4C).

To further study the entry of extracellular
gal-7 inside the cells, we tagged recombinant
gal-7 with FITC, allowing to follow the entry
of gal-7 inside the cells using anti-FITC
antibodies (Fig. SA). Western blot analysis

of cytosolic and mitochondrial extracts of

MDA-MB-231 cells using anti-FITC
antibodies  confirmed the entry of
extracellular FITC-tagged gal-7 in the

cytosol and mitochondria (Fig. 5B). The
entry of extracellular FITC-labeled gal-7
inside MDA-MB-231 cells was confirmed by
(Fig. 6).

imaging using live confocal

confocal microscopy analysis
Successive
microscopy revealed that entry of gal-7
occurred within minutes following a
multistep process initiated by the binding and
aggregation of FITC-gal-7 at the membrane
level followed by a progressive accumulation

in the cytosol (Fig. 7).

Discussion

Our results suggest that extracellular gal-7
controls the intracellular pool of gal-7. It
does so via two distinct yet complementary
mechanisms: firstly by increasing the
transcriptional activation of [gals7 gene
transcription, and secondly via carbohydrate-

dependent re-entry into the cells. These
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findings are of great importance in the design
of gal-7 inhibitors for the treatment of
various diseases where gal-7 plays a central
role, most notably in cancer (Demers et al.,
2009, Grosset et al., 2014, Labrie et al.,
2014). These findings suggest that targeting
extracellular gal-7 using either CRD-specific
inhibitors (Cumpstey et al., 2005) or dimer-
disrupting peptides (DIPs) (Vladoiu et al.,
2015) may be more efficient than expected
for targeting

intracellular gal-7-mediated

interactions.  Furthermore, our results
showing that extracellular gal-7 induces de
novo lgals7 gene activation and our approach
using FITC-tagged recombinant gal-7 to
follow the fate of extracellular gal-7 inside
the cells provide new and original in vitro
model systems to investigate the inhibitory
activity of these gal-7-specific inhibitors.
They also provide a simple and reliable
experimental platform to identify and study
membrane receptors that bind extracellular
gal-7.

Historically, galectins have been mostly
known for their presence outside the cells
following their release via a non-
conventional pathway and their entry into the
cells into endosomal compartments. This
paradigm is based on solid experimental
evidence obtained in studies that focused

largely on gal-1 and gal-3. For example,



Lepur et al., have shown that gal-3 enter
macrophage-like cells via early endosomes
rapidly (within 5-10 min) and to non-
degradative vesicles, where it remains
detectable for at least 24 h (Lepur et al.,
2012). Such rapid re-entry of gal-3 inside
cells has also been shown in cells of
epithelial origin (Straube et al., 2013). These
findings with gal-1/3 together with our
results with gal-7 support the idea that entry
of extracellular galectins inside cells is
possibly a common mechanism adopted by
multiple members of the galectin family. The
level of redundancy shared by the different
members of the galectin family with regards
to the identity of glycoreceptors involved and
the intracellular trafficking pathways that
mediate such re-entry into cells remains,
however, to be established. Because galectins
share common cell surface glycoreceptors,
one could nevertheless expect that several
galectins can re-enter via the same receptors.
Our results with Dynasore and Pitstop-2, two
small molecular weight inhibitors of
endocytosis, further suggest that gal-7 enter
cells via clathrin-mediated endocytosis, the
major pathway that is responsible for
internalization of cell surface glycoproteins
in mammalian cells (McMahon et al., 2011).
Dynasore inhibits endocytic pathways by

rapidly blocking coated vesicle formation via
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its interaction with dynamin (Macia et al.,
2006) while Pitstop-2 is well known for its
inhibit

endocytosis (von Kleist et al., 2011). This

ability  to clathrin-mediated
seems to contrast with entry of gal-3 in
epithelial cells, which has been reported to be
independent of clathrin-coated pits (Straube
et al., 2013). Clathrin-coated endocytosis,
however, is used by gal-1 for its entry into
cells (Fajka-Boja ef al., 2008). This raises an
interesting question: what happens in tissue
expressing more than one extracellular
galectin? Do they compete with each other
for the same receptors/endocytic pathways?
Do they have overlapping or competitive
functions? This is a critical issue if one wants
to inhibit the protumoral functions of
galectins. We and others have already
provided evidence that multiple galectins are
expressed simultaneously in different tissues,
most notably in prostate and breast cancer
tissues (Compagno et al., 2013, Grosset et
al., 2016, Laderach et al., 2013).

The functions of endocytosed galectin-7
inside the cells remain unclear at present.
However, because gal-7 can bind to bcl-2
(Grosset et al., 2014, Villeneuve et al.,
2011), our data raise the interesting raising
possibility that extracellular gal-7 regulates

cell survival via its interaction with bcl-2 in

the cytosol. This may explain why we do find



that endocytosed gal-7 reaches mitochondria
as previously suggested by Villeneuve et al..
However, our preliminary attempts to reveal
a physical interaction between endocytosed
gal-7 and intracellular bcl-2 have been
unsuccessful. To our knowledge, however,
our results show for the first time that a
galectin can re-enter cells to reach the
mitochondrial compartment. Interestingly,
the ability of gal-1 to re-enter breast cancer
cells and to translocate to the nucleus has
been recently shown to control cell
invasiveness (Bhat et al., 2016). Given the
fact that galectins can be released by stromal
cells, these results suggest that cancer cells
may take advantage of extracellular galectins
that are released by neighboring cells to
ensure their own survival. This is a real
possibility that is supported by previous
findings showing that gal-7 can be expressed
by stromal cells, including infiltrating T cells
(Luo et al., 2013). Such mechanism would be
reminiscent of HMGBI1, a protein that is
normally located inside the cells but that is
released via a non-classical mechanism in
danger situation (Klune et al., 2008, H. Wang
et al., 1999). Following its re-entry into cells,
cytosolic HMGBI triggers programmed cell
death, possibly by interfering with beclinl-
Bcl-2 complexes (D. Tang et al., 2010, J. Xu

et al., 2014). Interestingly, galectins shows a
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number of structural and functional
similarities with HMGBI. In fact, galectins
are increasingly recognized as alarmins, just
like HMGB1 (Mishra et al., 2013b, Steichen
et al., 2015, Than et al., 2015). These issues
are currently being investigated.
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Figure legends:

Figure 1: Increase mRNA levels of human gal-7 in cancer cells following stimulation with
human recombinant galectin-7 (rhGal-7). (A) Levels of transcripts were measured by RT-PCR 16
h after addition of rhGal-7. (B) Kinetic analysis of /gals7 mRNA expression induced by rhGal-7
(5uM) in OVCAR and A2780 cells. (C) mRNA level of lgals7 in MDA-MB-231 cells after treatment
with rhGal-7. (D) Quantitative analyses of /gals7 mRNA levels in MDA-MB-231 as measured by
imaging densitometry. Data are representative of at least three independent experiments. (* p < 0.05).
(E) Luciferase activity measured in protein extracts collected from MDA-MB-231 cells transfected
with a luciferase reporter vector containing p200-gal7 promoter following treatment with rhGal-7 (**

p<0.005).

Figure 2: Induction of galectin-7 in MDA-MB-231 cells is CRD-dependent. (A) Expression of
galectin-7 was measured by Western blot at different times following stimulation with rhGal-7. (B)
Induction of galectin-7 by wild-type and mutant rhGal-7 as measured at 5 and 15 min post-

stimulation.

Figure 3: Mitochondrial localization of galectin-7. (A) Western blot analysis in MDA-MB-231
cells showing expression of cytosolic and mitochondrial galectin-7 15 min after stimulation with
thGal-7 at 0°C or 37°C. Tubulin and CoxIV were used as controls for cytosolic and mitochondrial

extracts respectively. (B) Quantitative analyses by imaging densitometry of data shown in (A).

Figure 4: Inhibition of internalization of galectin-7. (A) Western blot analysis showing expression
of intracellular galectin-7 protein expression in MDA-MB-231 cells following treatment (15 min)
with thGal-7 (5 uM) in absence or presence of Pitstop-2 (30 uM). (B) Western blot analysis showing
expression of cytosolic or mitochondrial gal-7 protein in absence or presence of Pitstop-2 and rhGal-
7 (5 uM) following a 15 min treatment of MDA-MB-231 cells. Tubulin and CoxIV were used as
controls for cytosolic and mitochondrial extracts. (C) Western blot analysis of cell lysates collected

from OVCAR-3 cells showing expression of intracellular galectin-7 following a 15 min treatment
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with rhGal-7 (5 uM) in absence or presence of Pitstop-2 (30 uM) or Dynasore (30 uM). Actin was

used as a loading and specificity control for (A) and (C) experiments.

Figure 5: Western blot analysis showing endocytosis of FITC-labeled galectin-7. (A) Western
blot analysis of cell lysates collected from MDA-MB-231 cells treated with rh-Gal-7 or FITC-rhGal-
7 (15 min. post-treatment) (B) Expression of cytosolic or mitochondrial galectin-7 following

treatment with rhGal-7 or FITC-rhGal-7 (15 min. post-treatment).

Figure 6: Endocytosis FITC-labeled galectin-7 viewed by confocal microscopy. (A) Confocal
microscopy of MDA-MB-231 cells treated with FITC-rhGal-7 (b) during 25 minutes. Staining with
DAPI (a) and WGA (c) which target the nucleus and plasma membrane respectively. (¢) and (f) show
cross sections of the cell. (B) Confocal microscopy of 3D sections of the cell (a). In (b), multiple
cross sections in the thickness of the cell. (C) Confocal microscopy of internalization of FITC-rhGal-

7. Picture at each 15 seconds. (TO: 0 sec; T1-T5: 210 at 270 sec).
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CHAPITRE 4 :

Discussion générale
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Le développement tumoral ne se limite pas a une simple multiplication anarchique et incontrolée
de cellules malignes, mais dépend également de nombreuses interactions cellules-cellules et
cellules-matrice. Ces interactions sont non seulement nécessaires a 1’invasion des cellules
néoplasiques, mais aussi a leur prolifération ainsi qu’a toutes les étapes de la tumorigenese, dont
I’enclenchement de 1’angiogenése qui favorise la croissance tumorale et correspond également a
la porte d’entrée vers la dissémination métastasique. Il est donc évident que les modifications de
la MEC et du profil de glycosylation des cellules malignes jouent un réle central dans la
progression néoplasique. Aujourd’hui, de nombreuses études démontrent I’importance des genes
pro-métastatiques mmp-9 et Igals-7 tout au long de la progression tumorale (Farina et al., 2014,
Kaur et al., 2016).

Plusieurs dizaines de milliers d’articles scientifiques ont été consacrés aux multiples roles
physiologiques et pathologiques de MMP-9 dans les processus biologiques. Initialement
reconnue pour son implication dans la dégradation et la restructuration de la MEC, et plus
particulierement dans 1’hydrolyse du collagéne de type IV de la membrane basale, MMP-9 a
rapidement été associée a I’invasion tumorale. Toutefois, les études ont démontré que son role
dans la progression tumorale est plus complexe que celui de seulement dégrader les composants
de la MEC. Aujourd’hui, la grande majorité des études portant sur la MMP-9 focalisent sur ses
aptitudes pro-tumorales et plus particulierement pro-métastatiques. Bien que les voies inductrices
de la MMP-9 soient relativement bien documentées, les mécanismes moléculaires responsables
de son inhibition restent encore peu connus. Or, il est clair que le contrdle spécifique de son
expression est une avenue thérapeutique a ne pas négliger. Encore récemment, une recherche
témoigne de 1’effet anti-tumoral de son inhibition dans le cancer du pancréas qui est ’'un des plus
mortel (N. Yang et al., 2016).

Bien que la découverte de la galectine-7 soit beaucoup plus récente que celle de MMP-9, son
expression spécifique aux épithéliums stratifiés ainsi que son rdle dans les interactions cellules-
cellules et cellules-matrice ont rapidement suscité un intérét particulier pour son implication dans
les cancers d’origine épithéliale. Seulement une centaine d’articles porte actuellement sur la
galectine-7, malgré tout, les études démontrent d’importantes altérations de son expression dans
de nombreux cancers notamment dans les formes agressives de cancer du sein et des ovaires,
dans les cancers de la tyroide, du pancréas ou bien encore dans les lymphomes (Demers et al.,

2007, Demers et al., 2010, Labrie et al., 2014, Moisan et al., 2003, Takata et al., 2012). Ces
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quelques recherches ont ¢galement mis en évidence la dichotomie fonctionnelle intra et extra
cellulaire de la galectine-7 qui peut, comme toutes les galectines, lui conférer des actions pro- ou
anti-tumorales. Dans 1’objectif de nouveaux traitements thérapeutiques mettant a profit ses
fonctions anti-tumorales ou ciblant ses fonctions pro-tumorales, il est crucial de mieux déterminer

les mécanismes qui régulent sa distribution dans les compartiments intra- et extracellulaires.

1. Identification d’un mécanisme moléculaire impliqué dans I’inhibition de MMP-9 via
EGF/EGR-1.
Notre laboratoire a précédemment démontré par des techniques de co-cultures que I’expression
anormalement élevée du facteur de croissance EGF par les cellules de lymphome T induit chez
les cellules stromales une augmentation du facteur de transcription a réponse précoce/immédiate
EGR-1, lui-méme responsable de I’inhibition de I’expression de mmp-9. De méme, des
expériences in vivo chez des souris injectées de lymphome génétiquement modifiés pour
surexprimer EGF ont permis d’observer une diminution de la croissance des lymphomes
thymiques ainsi qu’une diminution de I’activit¢ MMP-9 dans les cellules hotes (Bouchard ef al.,
2010). Toutefois, les intermédiaires moléculaires impliqués dans le contrdle de I’inhibition de
MMP-9 par EGR-1 et EGF restent encore a étre identifiés. Une revue de littérature nous avaient
permis d’identifier plusieurs molécules susceptibles d’intervenir. Initialement, nous avions
envisagé l’intervention de Kiss-/, un gene suppresseur de métastases et capable d’inhiber
I’expression de MMP-9 dans le cancer de I’estomac (K. H. Lee et al, 2009). Cependant,
I’induction d’EGF ne nous a pas permis d’observer une quelconque augmentation
transcriptionnelle de Kiss-1 (résultats non publiés). Notre attention s’est alors dirigée vers la
protéine BMP-4, un membre de la superfamille TGFf et dont I’interaction avec ses récepteurs
hétérodimériques de type sérine/thréonine kinase active la voie classique de signalisation
Smad1/5/8. Cette cytokine fut initialement reconnue pour son implication dans la croissance
osseuse, la formation du mésoderme ainsi que dans la morphogenese de la plaque neurale
(Salazar et al., 2016). Une fois sécrétée, celle-ci peut induire la prolifération et différenciation
cellulaire, I’apoptose ou 1’angiogenése dépendamment du type cellulaire et de sa concentration
dans le milieu (Hogan, 1996). Durant les dernieres années, les recherches ont permis d’associer la
régulation anormale de la BMP-4 a divers cancers, notamment en favorisant le cancer colorectal
(J. Li et al., 2012). La majorité¢ des études démontrent que la BMP-4 favorise la migration,

I’invasion et la transition épithélio mésenchymateuse. D’autres études avaient cependant
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démontré qu’elle peut avoir des actions anti-tumorales en inhibant la croissance cellulaire
(Kallioniemi, 2012). Récemment, une étude a mis en évidence sa capacité a inhiber la MMP-9
dans un contexte de maladies rétiniennes (J. Xu et al., 2012). Nous avons donc porté une
attention particuliére a BMP-4 et cherch¢ a démontrer si effectivement ses propriétés anti-
tumorales pourraient étre reliées a son pouvoir inhibiteur de MMP-9. Dans notre étude, nous
avons pu démontrer que ’induction d’EGF/EGR-1 module a la hausse I’expression de BMP-4
dans diverses lignées cellulaires et semble nécessaire a I’inhibition de la MMP-9 ainsi qu’au
potentiel invasif des cellules. L’utilisation de gremlin, un inhibiteur naturel de BMP-4, nous a
permis d’appuyer nos résultats. Aussi, I’observation d’une augmentation transcriptionnelle de
MMP-9 en présence de gremlin seul, pourrait s’expliquer par 1’inhibition du niveau endogéne de
BMP-4 ou encore par I’activation d’une voie de signalisation inductrice de MMP-9. 1l a déja été
démontré qu’une induction de gremlin favorise I’expression de MMP-2 dans les cellules
rétiniennes humaines ART-19 (H. Lee et al., 2007) et s’accompagne d’un gain d’expression de la
protéine a-SRA (a-smooth muscle actin) ainsi que de la perte de la protéine de jonction ZO-1
(zonula occludens-1) qui sont deux marqueurs protéiques caractéristiques de la EMT. La MMP-2
comme la MMP-9 sont reconnues pour leurs implications dans la EMT, entre autres pour leur
aptitude a dégrader ZO-1 (Feng et al., 2011, M. P. Kim et al., 2015). Selon nos résultats,
I’inhibition du niveau basal de BMP-4 par gremlin pourrait aussi expliquer ’EMT et la perte de

Z0O-1 par une augmentation de 1’expression de MMP-9.

Nos résultats suggerent également une régulation transcriptionnelle de MMP-9 par BMP-4. Nf-
kB est I’un des facteurs transcriptionnels clés dans I’induction de la MMP-9 via une variété de
cytokines pro-inflammatoires (Watari et al., 1999). Toutefois, la stimulation BMP-4 des cellules
HT1080 exprimant le vecteur rapporteur luciférase Nf-kB ne semble pas moduler son activité, ce
qui suggere que 1’inhibition par BMP-4 est indépendante de Nf-kB (Annexe 1). D’autres études
seront néanmoins nécessaires afin de déterminer avec exactitude si 1’inhibition EGF/BMP-4
nécessite une modulation du facteur transcriptionnel Nf-kB. Entre autres, Ogawa et son équipe
ont pu démontrer que Nf-kB peut aussi intervenir dans la répression de MMP-9 par la TGFf
(Ogawa et al., 2004). Des expériences par des essais de rétention sur gel (EMSA) visant a vérifier

si BMP-4 module la fixation de Nf-kB sur le promoteur de mmp-9 pourraient étre envisagées.
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Etonnamment, nous avons observé que I’inhibition de MMP-9 par BMP-4 corréle avec une
augmentation de I’activit¢é AP-1 (Annexe 2). Bien que le facteur de transcription AP-1 soit
principalement considéré comme un régulateur positif de I’expression de MMP-9, Mittelstadt et
ses collaborateurs ont démontré que la répression de I’expression de MMP-9 par I’interféron 3
(IFNB) est dépendante d’un site consensus d’AP-1 impliqué dans le recrutement de HDACI1
(histone déacétylase 1) sur le promoteur mmp-9. L’interaction entre le facteur de transcription
AP-1 et HDAC conduit alors a la désacétylation des histones ainsi qu’a un recrutement moindre
des activateurs Nf-kB, SP-1 et p300 menant a une inhibition de 1’activité transcriptionnelle de
MMP-9 (Mittelstadt et al., 2012). Ce mécanisme d’inhibition de MMP-9 par AP-1 pourrait
expliquer I’effet répressif de BMP-4 sur MMP-9. Encore une fois, des études par EMSA ou par
immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) du promoteur mmp-9 pourraient aider a résoudre ce
mécanisme et nous permettre d’identifier précisément les divers acteurs transcriptionnels en

cause.

Toutefois, nous avons pu déterminer par expression ectopique de Smad-6, que la voie de
signalisation Smad1/5/8 participe, du moins en partie, a I’inhibition de MMP-9 par BMP-4. Dans
une perspective a long terme, il serait important d’identifier les voies de signalisation empruntées
pour la modulation de I’expression de MMP-9 par BMP-4. Ces informations seraient pertinentes
pour l’utilisation de modulateurs pharmacologiques pour I’inhibition de MMP-9 dans une
perspective thérapeutique. Entre autres, les stimulations BMPs peuvent aussi impliquer des voies
signalétiques tels que TAK1/TAB1 (TGFB Activated Kinase-1/ TAK1 Binding Protein 1) ou
encore PKA (Protein Kinase-A) (S. He ef al., 2014, Shim et al., 2009). De maniére intéressante,
la signalisation TAK1/TAB1 est reconnue pour contribuer a I’activation d’effecteurs clés tels que
Nf-kB et JNK (Jun N-terminal Kinase) deux activateurs reconnus de mmp-9 (M. Tang et al.,
2008). Qui plus est, il a été démontré in vivo que 1’activation de TAK1 est nécessaire a la cascade
signalétique de Smad1/5/8 lors de la morphogenese du cartilage (Shim ef al., 2009). L utilisation
d’inhibiteurs tels que le (5z)-7-oxozeaenol permettrait d’identifier si TAK1 contribue aussi a la
répression MMP-9 par BMP-4. Si tel est le cas, nous pourrions également déterminer si cet effet
est paralléle ou bien en amont de la voie des Smads. L’utilisation d’inhibiteurs spécifiques et de

siRNA a I’encontre des différents intermédiaires potentiels de ces voies signalétiques permettrait
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d’identifier avec précision les différents acteurs ainsi que leur chronologie d’action et ouvrirait

des portes sur de possibles cibles thérapeutiques lors de cancers.

Bien que nous ayons démontré in vitro que BMP-4 est nécessaire a 1’inhibition de MMP-9 par
EGF/EGR-1, notre étude ne nous permet pas jusqu’a présent de confirmer un réle suppresseur de
BMP-4 dans la croissance tumorale in vivo. Malheureusement, les souris déficientes en BMP-4
ne sont pas viables dii a une mortalit¢ embryonnaire rapide (Hogan, 1996). Toutefois, une
mutagenése dirigée de BMP-4 sous le contréle Loxp/CRE pourrait sans doute aider a établir si
BMP-4 exprimée par les cellules stromales joue un réel réle physiologique dans la diminution de
la croissance des lymphomes thymiques suite a une injection de lymphomes T surrexprimant
EGF. Alternativement, nous pourrions envisager 1’utilisation de transfectants stables qui
surexpriment BMP-4 et mesurer si cette surexpression diminue non seulement 1’expression de
MMP-9 dans ’environnement tumoral, mais aussi sur la croissance de la tumeur. Notre modéle
de lymphome thymique que nous avons employé pour nos travaux antérieurs sur EGF/EGR-1

serait un mode¢le de choix pour ces études.

2. Identification des mécanismes régulant I’expression de la galectine-7

Etant donné la capacité de gal-7 a induire MMP-9 dans divers types de cancers, il est clair que la
suppression de gal-7 représente une alternative valable pour contrer 1I’expression de MMP-9 lors
de la progression tumorale. De précédentes études ont clairement démontré une forte expression
intracellulaire constitutive de la galectine-7, notamment dans les cancers les plus agressifs du sein
et des ovaires (Grosset ef al., 2014, Labrie et al., 2014). Toutefois, les mécanismes moléculaires
responsables d’une telle expression ne sont pas encore trés bien connus. A présent, nous savons
que P’action de certains facteurs de transcription peut moduler son expression. Par exemple, les
formes mutantes de p53 peuvent induire gal-7 via un de gain-de-fonctions impliquant Nf-kB
(Campion et al., 2013). 1l en est de méme pour 1’isoforme C/EBP2 qui provoque le déplacement
de la forme transcriptionnellement inactive de Nf-kB p50 du promoteur galectine-7 (Campion et
al., 2014). Depuis quelques années, il a été démontré que les galectines extracellulaires peuvent
également pénétrer dans les cellules par endocytose, notamment pour la galectine-3 et -1 (Lepur
et al., 2012, Quinta et al., 2016). Or, si nous voulons inhiber 1’activité de galectine-7, il est

essentiel de déterminer la relation entre les pools de gal-7 intra et extracellulaires. Or, dans notre
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étude, nous avons pu démontrer que la présence extracellulaire de la galectine-7 est responsable
de la modulation de son expression intracellulaire via deux mécanismes distincts : le premier via
une activation transcriptionnelle autocrine et le second via une endocytose rapide de la forme
extracellulaire. A notre connaissance, ces résultats démontrent pour la premiére fois qu’une
galectine peut avoir un effet autocrine transcriptionnel. Cette induction transcriptionnelle semble
spécifique puisque nous n’avons pas observé de modulation du niveau d’ARNm de la galectines-
8 et 3, bien que nous ayons observé de facon anecdotique une 1égeére modulation a la hausse des
galectines-1 et 9 (Annexe 3). De plus, la présence extracellulaire de la galectine-1 n’a pas d’effet
sur la transcription de la galectine-7 (Annexe 4). Puisque plusieurs galectines peuvent étre
exprimées dans un méme tissu, la modulation transcriptionnelle d’une galectine pourrait donc
influencer sa propre expression. La transcription de novo de /gals7 pourrait expliquer, du moins
en partie, I’expression constitutive intracellulaire de la protéine dans certains cancers. D’autre
part, il est logique de croire qu’une partie du pool intracellulaire de gal-7 est générée par
I’endocytose de gal-7 extracellulaire. Ce mécanisme n’est pas unique a gal-7 mais partagé par
plusieurs autres galectines. Par exemple, I’internalisation de la galectine-3 par endocytose a été
décrite par Schneider et ses collaborateurs, ils ont démontré qu’elle participe a une boucle de
recyclage des récepteurs membranaires via des compartiments vésiculaires non cytosoliques
(Schneider et al., 2010). Deux ans plus tard, une étude révéla que I’endocytose de la galectine-3
pouvait se faire de maniere CRD-dépendante ou indépendante selon le type cellulaire (Lepur et
al., 2012). Plus précisément, I'utilisation du mutant CRD R186S, la compétition avec du lactose
et I'utilisation d’inhibiteur de la galectine-3 leurs permirent d’observer et d’analyser 1’endocytose
de la galectine-3 par microcopie fluorescente et cytométrie en flux. Ils conclurent que
I’endocytose chez les macrophages M1 est CRD-dépendante alors que son internalisation par les
macrophages M2, les cellules SKBR3 de cancer du sein et les fibroblastes HFL1 est
indépendante de son CRD. Dans le cas de gal-7, nous avons pu déterminer que la galectine-7
extracellulaire peut €tre internalisée par plusieurs lignées cellulaires via une endocytose rapide (5
min) et ceci de maniere dépendante du CRD. En premier lieu, nous avons confirmé 1’endocytose
en bloquant les mouvements membranaires cellulaires par une incubation a 0°C comparativement
a des conditions classiques a 37°C. L’utilisation d’inhibiteurs de I’endocytose Pitstop2 et
Dynasore ont ensuite consolidé nos précédents résultats par une nette diminution de la présence

intracellulaire de la galectine-7. Aussi, 1’utilisation de la recombinante mutante du CRD R74S
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(un mutant similaire a la mutation R186S de galectine-3) ainsi que la saturation du CRD au
lactose (Annexe 5) nous ont permis de caractériser I’endocytose de la galectine-7 comme étant
CRD dépendante dans divers types cellulaires. Il serait néanmoins intéressant de vérifier si
I’internalisation de la galectine-7 par les SKBR3 est CRD-dépendante, ce qui démontrerait une

internalisation différente de la galectine-3 et -7 dans cette méme lignée cellulaire.

L’importance physiologique de I’endocytose de galectine-7 reste a établir. Des études avec
d’autres membres des galectines permettent toutefois de soulever quelques hypothéses. Par
exemple, des études sur la galectine-4 ont démontré que la liaison de celle-ci sur les récepteurs
glycosylés peut induire leur internalisation, contribuant ainsi au recyclage apical des récepteurs
transferrine des cellules épithéliales polarisées (Perez Bay ef al., 2014). Lepur et ses collegues ont
quant a eux démontré que la galectine-3 endocytosée dans les macrophages migre vers des
compartiments endosomaux et quelle pouvait y rester de fagon stable pendant au moins 24 h
(Lepur et al., 2012). Dans le cas de nos études, nous avons mis en évidence une distribution
cytosolique et mitochondriale dans nos cellules épithéliales. Cette distribution laisse présager la
possibilité que la galectine-7 endocytosée puisse interagir avec Bcl-2, un ligand intracellulaire de
la galectine-7 (Villeneuve et al, 2011). Des expériences de co-localisation et de co-
immunoprécipitation pourront permettre de confirmer si effectivement les deux protéines se
retrouvent dans des complexes communs et si elles interagissent physiquement. Des études
structures-fonctions devront toutefois €tre réalisées pour identifier les acides aminés de la
galectine-7 et Bcl-2 impliqués dans leur interaction. Ce qui facilitera la génération de
transfectants stables exprimant des formes mutantes de ces protéines afin de déterminer si
effectivement la galectine-7 endocytosée peut moduler la voie Bcl-2 et de déterminer si la
galectine-7 synthétisée de novo participe aussi a cette interaction. Nous devrons également
déterminer quelles sont les contributions de la galectine-7 endocytosée et celle synthétisée de
novo dans le pool intracellulaire. L’utilisation de la recombinante galectine-7 marquée en
microscopie confocale offre de multiples opportunités, entre autres, la perméabilisation des
cellules combinée a I’utilisation d’anticorps spécifiques anti-Tag versus les anti-galectin-7,
devrait nous permettre de les différencier. Cette différenciation est cruciale puisque les galectines
sont reconnues pour leur ambivalence fonctionnelle pro ou anti-tumorale dépendamment de leur

compartimentation. L’information obtenue sera également cruciale pour déterminer si des
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inhibiteurs de galectine-7 extracellulaires peuvent étre efficaces a réduire le pool de galectine-7
intracellulaire et sa fonction possible via Bcl-2. De plus, il est crucial de prendre en considération
les possibles effets combinatoires des multiples galectines qui sont présentes dans le MET. Entre
autres, certains de nos résultats préliminaires semblent démontrer que la stimulation
extracellulaire des cellules A2780 par une combinaison de la galectine-7 et galectine-9 augmente
considérablement 1’induction transcriptionnelle de la galectine-7, alors que cet effet n’est pas
observable pour la combinaison avec la galectine-1 (Annexe 6). Aussi, une étude récente de notre
laboratoire et pu démontrer que certaines galectines peuvent avoir une dominance phénotypique
sur d’autres. Entre autres, I’expression de la galectine-8 nucléaire chez les patients atteints d’un
cancer du sein triple négatif corréle avec un meilleur taux de survie et domine sur la co-
expression nucléaire de la galectine-1 qui normalement, en absence de galectine-8, est plutot un
marqueur de faible taux de survie (Grosset et al., 2016). Il est donc crucial d’identifier les divers
effets combinatoires des galectines sur leur propre transcription et expression cytoplasmique

selon le type de cancer, leur localisation et le galectinome du MET.

3. Implication de I’ensemble de ces résultats sur la progression tumorale

Etonnamment, nous avons pu constater la répression de la MMP-9 par BMP-4 dans chacune des
lignées cellulaires dont les fibrosarcomes HT1080 et diverses lignées de cancer du sein (MDA-
MB-231, MDA-MB-468, MCF-7). Aussi, nous avons été surpris de constater que la répression
transcriptionnelle de MMP-9 par BMP-4 semble corréler avec une inhibition transcriptionnelle de
la galectine-7 dans les cellules MDA-MB-468 (Annexe 7). Il est donc logique de supposer que la
répression de la galectine-7 par BMP-4 est nécessaire a la répression subséquente de la MMP-9
chez les MDA-MB-468. Alternativement, il est possible que la BMP-4 agisse distinctement sur la
répression des deux génes pro-métastatiques ? Il est néanmoins clair que la répression de MMP-
9 par BMP-4 peut se réaliser sans galectine-7 puisque nous avons observé cette inhibition dans
plusieurs lignées cellulaires galectine-7-négatives. Nonobstant ces possibilités, il apparait
intéressant de poursuivre les études sur le potentiel de BMP-4 et des inhibiteurs de galectine-7
afin de freiner la progression tumorale. Les études récentes de notre groupe sur le développement
de nouveaux inhibiteurs de galectine-7 pourraient étre utiles pour évaluer cette stratégie. Il sera
¢galement intéressant de poursuivre les études sur des relations fonctionnelles entre BMP-4 et les

autres membres de la famille des galectines. Dans la littérature, peu d’études soulévent une
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relation entre la BMP-4 et I’une des galectines. Toutefois, Calvier et son équipe ont pu démontrer
que les souris déficientes en galectine-3 présentent une nette augmentation transcriptionnelle de
BMP-4 (Calvier et al., 2013). De méme, Tanikawa et ses collaborateurs ont rapporté¢ que la
galectine-9 permet ’activation des Smad1/5/8 et la translocation de Smad4 au noyau en absence
de stimulation BMP (Tanikawa et al., 2010). Ces rares observations combinées a nos résultats
préliminaires nous laissent entrevoir une possible relation fonctionnelle entre la BMP-4 et

certaines galectines, de bien plus amples investigations devront étre effectuées.
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Conclusion générale

Ces résultats apportent de nouvelles informations sur la régulation répressive de la MMP-9. Nous
avons pu démontrer que I’inhibition de son expression par EGF nécessite I’expression de la
protéine BMP-4 et ’activation de la voie des Smad1/5/8. Ainsi, un modele de contrdle négatif de
I’expression du geéne pro-métastatique mmp-9 peut €tre envisagé a la suite de ces recherches
(Figure 17). De plus, nous avons pu observer une corrélation entre une diminution d’expression
de la MMP-9 et une diminution transcriptionnelle du géne Igals-7 dans les cellules MDA-MB-
468. Ces résultats nous suggerent une relation potentiellement plus étroite entre les familles des
BMPs et des galectines.

Parallélement, nous avons pour la premicre fois pu démontrer que la présence extracellulaire de
la galectine-7 conduit a son induction transcriptionnelle autocrine. De manicre distincte et
complémentaire, la présence extracellulaire de la galectine-7 mene aussi rapidement a son
internalisation cytosolique par endocytose, ceci de maniere CRD dépendante (Figure 17). Ces
deux mécanismes pourraient, du moins en partie, expliquer la surexpression de la galectine-7
dans certains types de cancers agressifs. Qui plus est, la localisation mitochondriale rapide de la
galectine-7 endocytosée, nous laisse présager la possibilité d’une interaction avec la protéine anti-

apoptotique Bcl-2 déja reconnue pour étre I’un de ses partenaires d’interaction.

Il semble donc prometteur de poursuivre des recherches sur le potentiel inhibiteur de BMP-4
aupres des deux geénes pro-métastatiques mmp-9 et Igals-7. Entre autres, 1’identification des
divers acteurs moléculaires impliqués dans leurs inhibitions étant chacun autant de cibles
thérapeutiques potentielles lors de cancers. Aussi, il apparait clairement que de futures
investigations sur les interactions possibles de la galectine-7 endocytosée, sa localisation ainsi
que sur ses fonctions comparativement a son expression de novo et en fonction du galectinome,
permettraient de mieux comprendre ses contributions dans la progression tumorale. De telles
recherches pourraient, apporter des explications sur son ambigiiit¢ fonctionnelle pro ou anti-

tumorale.
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Figure 14: Schéma récapitulatif des résultats. La surexpression d’EGF favorise [’expression de BMP-4
dans les cellules HT1080 qui est nécessaire a [’inhibition d’expression de MMP-9. De plus, BMP-4
semble permettre une inhibition transcriptionnelle du gene Igals-7 dans les cellules MDA-MB-468. Aussi,
la galectine-7 est reconnue pour permettre ['induction du gene mmp-9 dans diverses lignées cellulaires.
L’expression extracellulaire de la galectine-7 permet une augmentation autocrine transcriptionnelle, ainsi
que son endocytose rapide clathrine et CRD dépendant. La galectine-7 endocytosée est alors observable
au cytosol et plus particulierement au niveau des mitochondries.
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Annexe 1 : Activité du promoteur Nf-xB suite a la stimulation par la recombinante BMP-4.
Transfection des cellules HT1080 avec le vecteur rapporteur Nf-kB luciférase avec ou sans traitement
BMP-4 recombinante (50ng/ml) et/ou PMA (20ng/ml). L expression luciférase a été normalisée selon le
niveau d’expression de la p-galactosidase.
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Annexe 2: Activité du promoteur API suite a la stimulation par la recombinante BMP-4. Transfection
des cellules HT1080 avec le vecteur rapporteur AP-1 luciférase avec ou sans traitement BMP-4
recombinante (50ng/ml). L expression luciférase a été normalisée selon le niveau d’expression de la -
galactosidase.
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Annexe 3: Modulation de I’expression transcriptionnelle des génes galectines -1, -3, -7, -8 et -9 suite a
la stimulation extracellulaire galectine-7. Stimulation extracellulaire des différentes lignées cellulaires
par la recombinante humaine galectine-7 (5uM) durant 16 heures. Evaluation du niveau transcriptionnel
des différents genes par RT-PCR, le GAPDH a été utilisé comme controle

121



A

HT1080  MCF-7 468 SKOV-3  A2780

- + = + rhGal-1

Gal-1

Gal-3

Gal-7

GAPDH

Annexe 4: Modulation de I’expression transcriptionnelle des génes galectines -1, -3 et -7 suite au
traitement extracellulaire galectine-1. Stimulation extracellulaire des différentes lignées cellulaires par

la recombinante humaine galectine-1 (5uM) durant 16 heures. Evaluation du niveau transcriptionnel des
differents genes par RT-PCR, le GAPDH a été utilisé comme controle
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Annexe 5: L’endocytose de la galectine-7 dans les cellules MDA-MB-231 est dépendante du CRD.
Expression cytosolique de la galectine-7 apres 5 et 10 minutes de stimulation extracellulaire par la
recombinante humaine galectine-7 (SuM) avec ou sans lactose (100mM) (pré-incubation de 2). L actine a
ete utilisee comme controle.
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Annexe 6: Effets combinés des galectines-1, -7 et -9 sur le niveau transcriptionnel de la galectine-7.
Stimulation des cellules A2780 par les recombinantes humaines galectines-1, -7 et -9 (10uM) durant 16

heures. Evaluation du niveau transcriptionnel de galectine-7 par RT-PCR, le GAPDH a été utilisé comme
controle
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Annexe 7: BMP-4 diminue ’expression de la galectine-7 dans les cellules MDA-MB-468. (4)
Expression transcriptionnelle (A) ou protéique (C) de la galectine-7 suite a la stimulation avec la
recombinante BMP-4 (50ng/ml). (B) Expression transcriptionnelle de la galectine-7 suite a l’expression
ectopique de la BMP-4.
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